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OZET

UCUCU YAG ICEREN EMULSIFIYE SISTEMLERIN SANTRAL SINIR SISTEMI
UZERINDEKI ETKILERININ /N V/TRO DEGERLENDIRILMESI

Nursenem KARACA
Farmakognozi Anabilim Dali
Anadolu Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Aralik 2021

Danisman: Prof. Dr. Fatih DEMIRCI

Ucucu yaglarin suda ¢oziintirliiklerinin diisiik olmasi, yliksek ucuculuk 6zellikleri
ve kararsizliklari, formiilasyonlari ile ilgili ¢aligmalar1 sinirlamaktadir. Ugucu yaglarin
nanoemiilsiyonlarinin  olusturulmasi ile, bu problemlerin {istesinden gelindigi
bilinmektedir. Bu ¢alismada ise Rosmarinus officinalis L. (Biberiye, Lamiaceae) ve
Coriandrum sativum L. (Kisnis, Apicaeae) ucucu yaglari ve bunlarin birlesimlerinin
nanoemiilsiyonlart olusturularak santral sinir sistemi (SSS)’ne yonelik in vitro anti-

enflamatuvar ve antikolinesteraz etkileri incelenmistir.

Bu calismada, farmasdtik kalitede biberiye ve kisnis ugucu yaglarinin kimyasal
igerikleri GK-AID ve GK/KS yéntemleriyle belirlenmistir. Su titrasyonu ydntemi ile Y/S
emiilsiyonlar1 elde edilmistir. Emiilsiyonlarin damlacik boyutu, PDI, zeta potansiyeli ve
bulaniklik 6l¢iimii ile karakterizasyon ¢alismalar1 gergeklestirilmistir. Hizli stabilizasyon
testleri kapsaminda santrifiijleme, dondurma ve 1sitmaya direng¢ belirlenmistir. Ugucu
yaglarin ve emiilsiyonlarim in vitro 5-lipoksijenaz inhibisyonu testi ile anti-enflamatuvar
etkileri belirlenerek karsilastirllmali olarak degerlendirilmistir. Son olarak, stabil

nanoemiilsiyon formiilasyonlarinin in vitro antikolinesteraz etkileri tespit edilmistir.

Emiilsiyon formiilasyonlari, farmakope kalitesinde biberiye (%44,1 1,8-sineol) ve
kisnis (%74,9 linalol) ugucu yaglarindan ve bunlarin esit orandaki birlesimlerinden
basariyla elde edilmistir. Sonugta, 5 farkli emiilsiyon stabil bulunmustur. Ayrica, kisnis
ucucu yagmin anti-enflamatuvar etkisi nanoemiilsiyon formiilasyonu ile artirilmistir.
Bununla birlikte, formiilasyonlarin kolinesteraz inhibisyon etkilerinde énemli bir fark

kaydedilmemistir.

Anahtar Sozciikler: Nanoemiilsiyon, Ugucu yag, Biberiye, Kisnis, Lipoksijenaz

inhibisyonu, Kolinesteraz inhibisyonu



ABSTRACT
IN VITRO EVALUATION OF THE EFFECTS OF ESSENTIAL OIL EMULSIFIED
SYSTEMS ON THE CENTRAL NERVOUS SYSTEM

Nursenem KARACA
Department of Pharmacognosy
Anadolu University, Graduate School of Health Sciences, December 2021

Supervisor: Prof. Dr. Fatih DEMIRCI

The low water solubility, high volatility and instability of essential oils limit the
studies on their formulations. It is known that these problems are managed by the
formulation of essential oils nanoemulsions. In this study, in vitro anti-inflammatory and
anticholinesterase effects on the central nervous system (CNS) were investigated by
forming nanoemulsions of Rosmarinus officinalis L. (Rosemary, Lamiaceae) and

Coriandrum sativum L. (Coriander, Apicaeae) essential oils and their combinations.

In this study, chemical contents of rosemary and coriander essential oils were
determined by GK-AID and GK/KS methods. O/W emulsions were obtained by water
titration method. Characterization studies were carried out by measuring the droplet size,
PDI, zeta potential and turbidity of the emulsions. Resistance to centrifugation, freezing
and heating was determined as rapid stabilization tests. In vitro 5-lipoxygenase inhibition
of essential oils and emulsions were determined and evaluated comparatively. Finally, in

vitro anticholinesterase effects of stable nanoemulsion formulations were determined.

The Pharmacopoeia complying rosemary (44.1% 1,8-cineol) and coriander (74.9%
linalool) essential oils, and their resulting emulsion formulations obtained were
successfully. As an overall result, no changes were observed in 5 different nanoemulsions
after stability tests. In addition, the anti-inflammatory effect of coriander essential oil was
increased by nanoemulsion. However, there was no significant difference in the

cholinesterase inhibition effects of the oil formulations.

Keywords: Nanoemulsion, Rosemary, Coriander, Essential oil, Lipoxygenase inhibition,
Cholinesterase inhibition
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1. GIRIS

Nanoemiilsiyonlar ve mikroemiilsiyonlar genellikle 1-100 nm c¢apinda yag
damlaciklar1 igeren stabil (kararli) emiilsiyonlar olarak tanimlanmaktadir (Kumar ve
Mittal, 1999; Kale ve Deore, 2017). Son yillarda lipofilik maddelerin ¢oziiniirliigiini ve
stabilitelerini arttirmak i¢in farmasotik, gida ve diger endistriyel alanlarda
emiilsiyonlarin kullanilmas: ilgi ¢cekmektedir. Yiiksek optik berraklik ve uzun siireli
stabilite gibi 6zelliklere sahip nanoemiilsiyonlar lipofilik ilaglarin suda ¢oziintirliigiinii ve
biyoyararlanimini artirmak, aktif bilesenleri ¢evresel etkenlerden korumak ve tasimak
icin yiiksek potansiyele sahiptirler (Lawrence ve Rees, 2000). Bu tiir nano- ve/veya mikro
iletim sistemleri, tiim bilesenlerin (Su, yag ve siirfaktan madde) bir araya getirilmesiyle

karistirma veya 1s1 kullanilarak kendiliginden olusturulabilir (Bilia vd., 2014).

Bitkisel preparatlarin lipit nanoemiilsiyonlar1 halinde kullanimlar1 ile;
¢Oztiniirliigiin arttirildigl, yan etkilerinin azaltildigi, biyoyararlaniminin arttirildign ve
klasik emiilsiyonlar gibi formiilasyonlara kiyasla farmakolojik etkilerinin uzatildigi
gosterilmistir (Chime vd., 2014). Bilindigi lizere, ugucu yaglar, gesitli hastaliklarin
onlenmesi ve tedavisinde o6zellikle de aromaterapi uygulamalarinda kullanilmaktadir.
Ugucu yaglarin uyku, psikoloji, davranis, algi, konviilzif/antikonviilzif etkileri, epilepsi
tedavisi, Alzheimer hastaligi ve Parkinson hastalig1 gibi santral sinir sistemi etkileri
tizerinde ¢ok sayida ¢alisma yapilmistir (Buchbauer ve Baser, 2020; Barbosa Filho vd.,
2006; de Moura Linck vd., 2009; Dobetsberger ve Buchbauer, 2011; Emamghoreishi vd.,
2005; Gaston vd., 2016; Komori vd., 2006; Sayorwan vd., 2012). Ancak, ugucu yaglarin
suda ¢oziiniirliiklerinin diisiik olmas1 ve kararsizligi, yiiksek ucuculuk 6zellikleri ve bazi
yan etkileri nedenleriyle tedavideki uygulamalari smirlanmaktadir. Teknolojinin
gelismesi Ve Ugucu yaglarin “nano” formiilasyonlarinin elde edilmesi ile bu sinirlamalari
asmak miimkiin olmustur. Ugucu yaglarin mikro- ve nanoemiilsiyonlariin hazirlanmast;
salimi1 kontrol etmek, fiziksel stabiliteyi arttirmak, g¢evre ile olan etkilesimlerden
korumak, uguculuklarmi azaltmak, biyolojik aktivitelerini arttirmak ve toksisiteyi

azaltmak gibi bir¢ok avantaj saglanmaktadir (Bilia vd., 2014; Saraf, 2010).
Bu tez projesinin amaci,

e Santral sinir sistemine etkili oldugu bilinen ve halk arasinda bu amacla
kullanilan; farmasotik kalitedeki Rosmarinus officinalis L. (biberiye) ve
Coriandrum sativum L. (kisnis) ugucu yaglart ve esit kombinasyonlarinin su

titrasyonu yontemi ile su i¢inde yag (Y/S) emiilsiyonlarini elde etmek,

1



e Santrifiijleme, dondurma-¢ézdiirme ve isitma-sogutma tesleri ile stabil
emiilsiyonu belirlemek ve karakterizasyon c¢alismalarin1 gerceklestirmek,

e Saf ugucu yaglarin, esit kombinasyonlarmin ve bunlardan elde edilen
nanoemiilsiyonlarin in vitro anti-enflamatuvar etkilerini karsilastirmali olarak
degerlendirmek,

e Stabil oldugu belirlenen emiilsiyonlarmn in vitro asetilkolinesteraz ve
biitirilkolinesteraz inhibisyonlarinin sonuglari ile birlikte damlacik boyutlar1 ve
emiilsiyondaki ugucu yag konsantrasyonlarimi degerlendirerek intranazal

kullanima yonelik 6n ¢alisma niteliginde aktif emiilsiyonu belirlemektir.

1.1. Nanoteknoloji

En genel ve kapsamli tanimlardan biri olarak; nanoteknoloji; atomsal, molekiiler
yapilar diizeyinde fonksiyonel materyallerin, cihazlarin ve sistemlerin gelistirilmesidir.
Ozellikle, son 20 yilda nanoteknolojik gelismelerde hizli bir artis gdzlenmekte ve bu
alandaki yatirimlar glinden giine artmaktadir. Bunun yaninda, saglik bilimlerinde ve
biyoteknoloji alanlarinda nanopartikiil sistemlerle ilgili aragtirmalara ve uygulamalara
iliskin ¢alismalarin sayisinda 6nemli 6lgilide artis olmustur. Nanopartikiillerin, ¢esitli ilag
molekiillerinin ¢ozlinlirliigiint, emilimini, stabilitesini, hedef dokularda tutunmayi ve
biyoyararlanimu arttirabildigi gdsterilmistir. Ila¢ dagitim arastirmalarinda yaygin olarak
kullanilan biyouyumlu ve biyobozunabilir nanopartikiiller arasinda lipozomlar,
nanoemiilsiyonlar, lipit nanotasiyicilar, miseller ve poli (laktik-ko-glikolik asit) (PLGA)
nanopartikiiller gibi yapilar bulunabilmektedir. Bu organik nanopartikiillere ilaveten
altin, giimis, ¢inko, bakir oksit, aliminyum oksit, demir oksit, seramik ve karbon
nanopartikiilleri gibi inorganik nano yapilar da ilag tasiyici sistemlerde kullanilmaktadir

(Wang vd., 2014).

Nanoteknoloji; saglik ve ilag triinlerinin dmriinii uzatmak, performanslarini ve
etkinligi arttirmak i¢in uygulanabilir (Ochekpe vd., 2009). Nanopartikiiller bir ilaci
bozunmaya karsi Kkoruyabilmektedir, difiizyonu kolaylagtirarak ila¢ emilimini
arttirabilmektedir, hiicre i¢i penetrasyon ve dagilimi iyilestirebilmektedir. Ayrica,
nanopartikiiliin  ylizey oOzellikleri degistirilerek 1ilacin istenen salim sekli ve
biyodistribiisyonu saglanabildigi bilinmektedir (Bilia vd., 2014; McClements, 2012;
McClements ve Xiao, 2012).



Nanoteknolojinin bir konusu olarak nanoemiilsiyonlar (veya mikroemiilsiyonlar)
ilk olarak, Elworthy ve Attwood tarafindan 1970°li yillarin ortalarinda, suda iyi
¢Oziinmeyen ilaglar i¢in potansiyel arag¢ olarak kullanilmasi diislincesiyle incelenmistir.
Bununla birlikte, 1980'lerin ortasindan sonuna kadar, ilag¢ tasiyici sistemler olarak genis

capta arastirilmiglardir (Harwansh vd., 2011).

Son yillarda, bitkisel aktif maddeler ve ekstrelerinin ilag dagitim sistemleri ile
formiile edilmesinde biiyiik ilerlemeler kaydedilmistir. Bitkisel hammaddelerden
hazirlanan nanotasiyici sistemlere Ornek olarak; zerdegal (Curcuma sp.) etken
maddelerinden kurkumin lipozomu, zerdegal ugucu yagi nanoemiilsiyonu, ¢igdem
(Colchicum sp.) etken maddelerinden kolsisin lipozomu, Cuscuta chinensis
nanopartikiilii, ginseng (Panax ginseng) fitozomu verilebilir (Saraf, 2010). Guliani ve
digerlerinin (2021) caligmasinda, ucucu yag etken bilesenlerinden citral ve karvon
karisimi ile elde edilen nanoemiilsiyonlar gii¢lii antioksidan ve antibakteriyel etki
gostermistir. Ugucu yag nanoemiilsiyonlar1 6zellikle gida sanayinde antimikrobiyal
etkinin arttirilmasi ve koruyucu 6zellikleri nedeniyle arastirilmaktadir. Bir ¢alismada,
tarcin ve karanfil yagi karisimi ile elde edilen nanoemiilsiyon ugucu yaglarin tek basina
gosterdiklerinden daha fazla antimikrobiyal etkili bulunmustur (Zhang vd., 2017). Bir
bagka caligmada, Kekik (Thymus daenensis Celak.) ucucu yagi nanoemiilsiyonunun
ultrasonik nanoemiilsiyonlasma yontemi kullanilarak elde edilmesi ile domateslerdeki
mikrobiyolojik kontaminasyonun engellendigi bildirilmistir (He vd., 2021). Ugucu yag
nanoemiilsiyonlar1 ¢evreye zarar vermeyen insektisidal etkili dogal iiriinler olarak da
formiile edilmektedir. Bir ¢alismada, anason (Pimpinella anisum L.) ugucu yaginin

insektisidal etkisi nanoemiilsiyon elde edilmesi ile arttirtlmigtir (Hashem vd., 2018).

1.2. Emiilsiyonlar ve Siiflandirilmalar
1.2.1.Klasik emiilsiyonlar

Emiilsiyonlar, bir sivinin diger bir veya birka¢ sivi iginde birbiriyle karismadan
dagilmis oldugu sistemlerdir. Klasik bir emiilsiyon, ortalama yarigaplar1 100 nm ile 100
mm arasinda olan damlaciklar1 icermektedir. Bu tiir bir koloidal dispersiyon sistemi
termodinamik olarak kararsizdir ve zamanla bozunmaktadir. Emiilsiyonlardaki fazlarin
ayrilmasinin engellenmesi ve daha stabil hale gelmesi uygun bir siirfaktan madde

eklenerek gerceklestirilmektedir. Klasik emiilsiyonlar, goriiniir 15181n dalgaboyundan



biiylik ya da ayni1 boyuttaki damlaciklara sahip oldugundan, 15181n sacilmasi nedeniyle

optik olarak bulanik veya opaktir (Kumar ve Singh, 2012).

Uygulamalarda kullanilan temel olarak iki ¢esit emiilsiyon vardir. Bunlar; su i¢inde
yag (Y/S) ve yag iginde su (S/Y) emiilsiyonlaridir (Sekil 1.1). Y/S ve S/Y emiilsiyonlarini
ayn1 anda iceren S/Y/S ve Y/S/Y gibi ¢coklu emiilsiyonlar da vardir. Bu emiilsiyonlarin
icerdigi yag damlaciklari, siirfaktanin tipi ve miktari, emiilsifikasyon yontemi gibi ¢esitli
faktorlerden etkilenerek emiilsiyon sisteminin stabilitesini  ve  Ozelliklerini
belirlemektedir. Son yillarda, Y/S nanoemiilsiyonlar1 saglik, kozmetik, gida, ziraat, ilag
ve biyoteknoloji alanlarinda genis 6l¢iide uygulama alan1 bulmustur (Setya vd., 2014;

Chime vd., 2014).
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Sekil 1.1. Emiilsiyon tipleri; a. Su icinde yag (Y/S) emiilsiyonu, b. Yag icinde su (S/Y) emiilsiyonu (Chime
vd., 2014).

1.2.2. Nanoemiilsiyonlar

Nanoemiilsiyonlar, ortalama damlacik c¢aplar1 1-100 nm arasinda degisen
emiilsiyonlastirilmis yag ve su sistemlerinden olusan ila¢ dagitim sistemleri olarak
tanimlanmaktadir (Chime vd., 2014; Kale ve Deore, 2017). Nanoemiilsiyonlar;
miniemiilsiyonlar, ince dagimik emiilsiyonlar ve mikron altt emiilsiyonlar olarak da
tanimlanirlar (Anton vd., 2008; Bilia vd., 2014). Damlacik boyutu goriiniir 151k dalga
boyunun %25'inden daha az oldugu i¢in nanoemiilsiyon seffaf goriinlimdedir. Dolayisiyla
daha az 1s1tk sacilimi saglarlar. Nanoemiilsifikasyon, lipofilik ilaglarin suda
¢Ozlinlrliglinii ve biyoyararlanimin1 artirmak i¢in uygulanan bir yaklagimdir.
Nanoemiilsiyonlar, ¢ok kiiclik boyutlara ve yiiksek kinetik stabiliteye sahip olmalari

nedeniyle birkag yil stabil halde kalabilirler (Bilia vd., 2014).

Bir nanoemiilsiyon, kiiciik damlaciklar iceren klasik bir emiilsiyon olarak

diisiintilebilir. Cok kiigiik damlacik boyutu yer¢gekimsel ayirma i¢in klasik emiilsiyonlara



kiyasla ¢ok daha iyi stabiliteye sahip olduklari anlamina gelir. Nanoemiilsiyonlar
damlaciklarin birlesmesi ve kremalagmaya kars1 klasik emiilsiyonlardan daha stabildir.
Bununla birlikte, bu sistemler klasik emtilsiyonlar gibi termodinamik agidan kararsizdir.
Termodinamik acidan kararsiz olmasmin nedeni, yag ve su fazlarimin ayri ayri
nanoemiilsiyonlardan daha diisiik serbest enerjiye sahip olmalaridir (McClements ve
Xiao, 2012; Kumar ve Singh, 2012).

Nanoemiilsiyonlarin klasik emiilsiyonlara karsi bir¢ok avantaji vardir (Setya vd.,

2014; Chime vd., 2014; Kumar ve Singh, 2012). Bunlar asagida listelenmistir:
¢ Yiiksek kinetik stabiliteye sahiptirler, bu nedenle yillarca stabil kalabilirler.
% Uretim ve 6lgeklendirme kolayligi ile farkl dozaj formlarina formiile edilebilir.

% Genellikle giivenli tiikketime ve kullanima uygun (GRAS-Generally regarded as

safe) siirfaktanlarla formiile edilmektedirler.
+¢+ Toksik olmayan birlesim ve konsantrasyonlarda hazirlanabilirler.
++ Absorpsiyon hizini ve biyoyararlanimi arttirmaktadirlar.
¢ Az enerji girisi (151 veya karigtirma) ile iiretilebilir.

Bununla birlikte, nanoemiilsiyonlarin bazi dezavantajlar1 vardir (Setya vd., 2014;
Chime vd., 2014; Kumar ve Singh, 2012). Bu dezavantajlar;

¢ Yiiksek enerjili cihaz ve altyapilarin kullanilip uygulandigi nanoemiilsiyon

formiilasyonlar1 ekonomik olarak maliyetli siireclerdir.
% Yiiksek erime noktasina sahip maddeler i¢in zayif ¢oziilebilirlik s6z konusudur.

% Nanoemiilsiyon formiilasyonlariyla ilgili temel sorun olan “Ostwald olgunlagma

mekanizmasi” halihazirda acgiklanamamistir.

+ Nanoemiilsiyonlarin stabilitesi; sicaklik ve pH degisimlerinden etkilenebilir.

1.2.3. Mikroemiilsiyonlar

Mikroemiilsiyonlar 1-100 nm arasinda degisen boyutlarda damlaciklar iceren
emiilsiyon sistemleridir. Damlacik boyutlarinin goriiniir 15181in  dalgaboyundan daha
kiiglik olmas1 nedeniyle optik olarak seffaftirlar (McClements ve Xiao, 2012; Kale ve
Deore, 2017).



Mikroemiilsiyon sistemlerinin serbest enerjisi, ayrilmig yag ve su fazlarindan daha
diisiiktiir. Bu nedenle, termodinamik olarak stabil sistemlerdir. Bir mikroemiilsiyon
sadece belirli cevresel kosullarda (Ornegin; belirli bilesim, sabit sicaklik ve basing
altinda) termodinamik olarak stabildir. Bu nedenle, g¢evresel kosullar degistiginde

mikroemiilsiyon stabilitesi degisebilir (McClements ve Xiao, 2012; Setya vd., 2014).

Mikroemiilsiyonun hazirlanmasi kendiliginden emiilsiyonlagsma yontemleri ile bazi
iyonik olmayan siirfaktanlart kullanilarak gerceklestirilebilir (Setya vd., 2014).
Mikroemiilsiyonlarin en biiylik dezavantaji, farmasotik uygulamalarda kullanildiginda
toksiklige neden olabilecek yiiksek siirfaktan madde konsantrasyonuna ihtiyag
duymasidir. Bunun yaninda, nanoemiilsiyonlar daha diisiik siirfaktan konsantrasyonlari

kullanilarak hazirlanabilir (Bilia vd., 2014; Setya vd., 2014).

1.2.4. Nanoemiilsiyon ve mikroemiilsiyon arasindaki farklar
Mikroemiilsiyonlar ile nanoemdiilsiyonlar arasindaki ayrimi dogru bir sekilde
yapmak 6nemlidir; ¢linkii bu ayrim, kullanilacak yontemleri, uzun siireli stabilitelerini ve

fonksiyonel performanslarini belirlemektedir (McClements, 2012).

Emiilsiyonlarin siiflandirilmasi literatiirde agik bir sekilde tanimlanmamaistir. Bir
nanoemiilsiyonun tanimi, bir mikroemiilsiyonunkine ¢ok benzer; ikisi de su i¢inde yag
veya yag iginde su dagilimidir ve damlacik boyutu dagilimi dar bir alandadir (Harwansh
vd., 2011). Mikroemiilsiyonlarin ayni zamanda nanoemiilsiyon olarak adlandirildigi
caligmalar da vardir (Saraf, 2010). Emiilsiyonlar genellikle boyutlarina ve 6zelliklerine
gore klasik emdiilsiyonlar, mikroemiilsiyonlar ve nanoemiilsiyonlar olarak
siniflandirilmalarina (Sekil 1.2) ragmen net bir ayrim s6z konusu degildir. Mikro boyut
10 yani bir fiziksel biiyiikliigiin milyonda biri ve nano boyut ise 10 yani bir fiziksel
biiyiikliigiin milyarda biri anlamina gelir. Ancak, literatiirde nanoemiilsiyondaki
damlaciklar mikroemiilsiyondaki damlaciklardan daha biiyiik olarak tanimlanmaktadir
(McClements, 2012). Literatiirde mikroemiilsiyon ve nanoemiilsiyon damlacik boyut
aralig1 da birbirinden tutarsizdir ve farkli boyut araliklarinda kabul gérmektedir (Anton
ve Vandamme, 2011; Gupta vd., 2016; Kale ve Deore, 2017).
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Sekil 1.2. Emiilsiyonlarin siniflandirilmasi a. Klasik emiilsiyon, b. Nanoemiilsiyon, c. Mikroemiilsiyon

(Piorkowski ve McClements, 2014; Kale ve Deore, 2017).

Bir nanoemiilsiyonun fiziksel goriiniisii, bir mikroemiilsiyonunkine ¢ok benzerdir
ancak iki sistem arasinda 6nemli bir fark vardir. Mikroemiilsiyon termodinamik olarak
stabil iken bir nanoemiilsiyon kinetik olarak stabildir (Harwansh vd., 2011). Prensip
olarak, bir kolloidal dispersiyonun yapisi ve 6zellikleri depolama sirasinda sabit kalirsa
genellikle mikroemiilsiyondur ancak yap1 ve Ozellikler degisirse genellikle
nanoemiilsiyon oldugu soylenmektedir. Pratikte, bir mikroemiilsiyonun o6zellikleri
kimyasal bozunma veya mikrobiyal kontaminasyona baglh olarak degisebilir, ancak bir
nanoemiilsiyonun 6zellikleri yiiksek bir kinetik stabiliteye sahip oldugu i¢in uzun siireler

boyunca degismeyebilir (McClements, 2012).

Nanoemdiilsiyon ve mikroemiilsiyonlar hazirlandiktan sonra, sicakligin
degistirilmesi ve seyreltmenin dinamik 1s1k sagilimina etkisinin incelenmesi yoluyla
birbirinden ayrilabilir. Ancak, sicaklik degisikligi, mikroemiilsiyonun boyutunu ve
yapisini  6nemli Olgiide etkilerken sicaklik degisikliginin nanoemiilsiyonlarda
damlaciklarin boyutu {izerinde ani bir etkisi yoktur. Bunun yaninda, sistemin
seyreltilmesi, mikroemiilsiyonlarda damlacik boyutunda degisime neden olurken,
nanoemiilsiyonlardaki damlacik biiytikliigliinde hi¢bir degisiklik meydana getirmedigi

bildirilmistir (Anton ve Vandamme, 2011; Setya vd., 2014).

Mikroemiilsiyonlar ve nanoemiilsiyonlarin genel 6zellikleri karsilastirmali olarak

Tablo 1.1’de verilmistir.



Tablo 1.1. Mikroemiilsiyon ve nanoemiilsiyonlarin karsilastiriimalar: (Setya vd., 2014; Bilia vd., 2014;
McClements ve Xiao, 2012).

Mikroemiilsiyon Nanoemiilsiyon

Seffaf goriintimdedirler. Seffaf veya yar1 seffaf mavimsi renktedirler.

Diisiik ve yiiksek enerjili yontemlerle

Diisiik enerjili yontemlerle hazirlanirlar. hazirlanabilirler.

Kullanilan siirfaktan konsantrasyonu yiiksektir =~ Kullanilan siirfaktan konsantrasyonu nispeten daha
(yaklasik %20 a/h). dugiiktiir (%3-10 a/h).

Termodinamik olarak stabil degildir.

Termodinamik olarak stabildir. Kinetik olarak stabildir.

Kiiresel veya kiiresel olmayan damlaciklar Kiiresel damlaciklar icerirler.

igerirler.
Damlacik boyut dagiliminda tek dar bir pik Damlacik boyut dagiliminda tek veya ¢oklu, dar
verirler. veya genis pikler verirler.

Mikroemiilsiyonlar, damlacik boyutu dagilimlarinda tek bir dar tepe noktasina
sahip olma egilimindeyken nanoemiilsiyonlar, dar veya genis olabilen tek veya ¢oklu tepe
noktalaria sahip olabilmektedir. Bu nedenle, bir kolloidal dispersiyon tek bir dar tepe
iceriyorsa, o zaman bir mikroemiilsiyon veya nanoemiilsiyon olabilir, fakat eger birden
fazla pik veya genis tepeler igeriyorsa, o zaman muhtemelen bir nanoemiilsiyondur

(McClements, 2012).

Nanoemiilsiyonlar, iizerlerine etkiyen biiyiik Laplace basinci nedeniyle kiiresel
damlaciklar icerme egilimindedir, oysa mikroemdilsiyonlar, ultra-ince arayiizey gerilimi
nedeniyle kiiresel veya kiiresel olmayan damlaciklar olusturabilir. Dolayisiyla, bir
nanoemiilsiyonun damlaciklarin sekli mikroskopi yontemleri kullanilarak belirlenebilir.
Bir sistem kiiresel damlaciklar igeriyorsa, bu mikroemiilsiyon veya nanoemiilsiyon

olabilir (McClements, 2012).

1.3. Nanoemiilsiyonlarin Formiilasyonu

Emiilsiyonlarin ~ formiile edilmesi genel olarak etken madde, yag,
stirfaktan/kosiirfaktanlar, sulu faz ve yardimei maddeler ile gergeklesmektedir (Setya vd.,
2014). Nanoemiilsiyon hazirlanmasinda kullanilan tiim yardimecr maddelerin, GRAS
kategorisine giren sartlara bagli olarak oral veya topikal uygulama i¢in farmasoétik olarak

kabul edilebilir olmasi gerekir (Chime vd., 2014). Bu sekilde elde edilen



nanoemiilsiyonlar; kremler, jeller, kopiikler, spreyler vb. farmasétiklerin verilmesi i¢in

etkin ve gilivenlidir (Chime vd., 2014; Bonferoni vd., 2019).

Stirfaktan maddeler, nanoemiilsiyon hazirlamak igin temel bir gereksinim olan
yag/su arayiiziinde ultra diisiik ara yiizey gerilimi elde edebilmelidir ve siirekli fazda
¢oziinebilir olmalidir. Siirfaktan konsantrasyonu, stabil nano damlaciklari elde etmek igin
gerekli stirfaktan molekiillerinin sayisini saglayacak kadar yiiksek olmalidir (Kumar ve
Singh, 2012; Setya vd., 2014; Chime vd., 2014).

Nanoemiilsiyon eldesinde yag se¢imi, ilacin yag fazindaki ¢oziiniirliigii icin 6nemli
bir kriterdir. Diisiik ilag ¢Oziiniirliigiine sahip yag ile nanoemiilsiyonun formiilasyonu,
hedef ilag dozunu eklemek i¢in daha fazla yagin bir araya getirilmesini gerektirmektedir;
bu da yag ¢oziiniirliigiinii saglamak i¢in sistemin toksikligini artirabilecek daha yiiksek
stirfaktan madde konsantrasyonu gerektirmektedir. S/Y nanoemiilsiyonlar1, hidrofilik
ilaclar i¢in daha iyi bir se¢im iken, lipofilik ilaglar Y/S nanoemiilsiyonlarinda daha iyi
¢Oziliniir hale getirilmektedir (Chime vd., 2014). Nanoemiilsiyonlarin formiilasyonunda
genellikle dogal, yari-sentetik ve sentetik ¢esitli yaglar kullanilmaktadir. Genel olarak
farkli doymusluk derecesine sahip uzun ve orta zincirli trigliserid iceren yaglar, serbest
yag asitleri, ugucu yaglar, mineral yaglar ve yagda ¢oziinen vitaminler yag fazi olarak

kullanilmaktadir (McClements ve Rao, 2011; Kale ve Deore, 2017).

1.3.1. Nanoemiilsiyon eldesinde kullanilan siirfaktan maddeler

Stirfaktanlar, yiizey aktif madde olarak bilinen emiilsifiye edici maddelerdir.
Siirfaktan maddeler, birbirleriyle karismayan iki sivi arasindaki ara yiizey gerilimini
diistirerek nanoemiilsiyon formiilasyonuna énemli dlglide katkida bulunurlar ve bunlar
karisabilir hale getirirler (Setya vd., 2014; Tadros vd., 2004).

Siirfaktanlar genellikle; kiiciik molekiillii stirfaktanlar, protein ve polisakkarit
yapidaki siirfaktanlar olarak siniflandirilirlar. Mikroemiilsiyonlarin sadece kiiciik
molekiillii siirfaktanlarla hazirlanabilecegi bildirilmistir. Protein ve polisakkarit yapidaki
stirfaktanlar ile nanoemiilsiyonlar ve klasik emiilsiyonlar elde edilebilir (McClements,

2012; Wang, 2014).

Kiigiik molekiillii siirfaktanlar amfifilik 6zelliktedirler; hidrofilik ve hidrofobik
gruplan tagirlar. Hidrofilik (Polar) bas ve hidrofobik (Apolar) kuyrugu igeren kiiciik

molekiilli stirfaktanlar Sekil 1.3’te sematize edilmistir. Bu siirfaktanlarda lipofilik



kuyrugun uzunlugunun artmasiyla; siirfaktanin ¢oziiniirliigli organik ¢oziiciilerde

artarken sudaki ¢oziiniirligii dissmektedir (Lawrence ve Rees, 2000).

| oSN -~
‘:: Yag va
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& _~ \\~

idrofobik kuyruk

Siirfaktan madde AR
Emiilsiyon damlacig:

Sekil 1.3. Kiigiik molekiil stirfaktan maddenin yapist ve bu stirfaktanlarm olusturdugu emiilsiyon

damlacigi (Lawrence ve Rees, 2000).

Stirfaktan molekiilleri polar ve polar olmayan iki kisimdan olusur ve elektrik
yiiklerine gére; anyonik, katyonik, iyonik olmayan ve zwitteriyonik siirfaktanlar olarak
siniflandirilir. fyonik olmayan siirfaktanlar, sulu ¢ozeltide herhangi bir elektrik yiikii
tagimazlar ve ¢ozeltilerdeki diger yiiklii bilesikler ile ¢ok diisiik etkilesim gosterirler. Bu
nedenle, iyonik olmayan siirfaktanlarla hazirlanan emiilsiyonlar pH ve iyonik giiglere
kars1 daha az duyarlidir, biyolojik olarak uyumludur ve giivenli kabul edilirler.
Toksikolojik kaygilar nedeniyle iyonik siirfaktanlara kiyasla daha fazla tercih edilirler
(Chime vd., 2014). Ancak, bu siirfaktanlar, sicaklik degisimlerine karsi duyarlidir.
Sicaklik arttikca sulu ¢ozeltideki iyonik olmayan siirfaktanlarin ¢oziiniirliigii azalir
(Lawrence ve Rees 2000). iyonik olmayan siirfaktanlardan sorbitan esterleri (Sorbitoller;
Tween® ve Span® gibi) diisiik toksisiteleri nedeniyle siklikla kullanilmaktadur.
Sorbitoller, glikozun hidrojenasyonu ile elde edilirler. Ticari olarak Span® ismiyle bilinen
sorbitan esterleri lipofilik siirfaktanlardir. Tween® ticari ismiyle bilinen etoksillenmis
sorbitan esterleri hidrofilik 6zelliktedirler. Etoksillenmis sorbitan esterleri, sorbitan yag
asidi esterinin etilen oksit ile tepkimeye girmesiyle elde edilirler (Takamura vd., 1979;
Wang, 2014). Sekil 1.4’te Span® ve Tween® yapilar1 gdsterilmektedir.
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Sekil 1.4. [yonik olmayan siirfaktanlardan Tween 20, Tween 80, Span 20 ve Span 80 nin kimyasal yapisi
(Takamura vd., 1979; Wang, 2014).

Anyonik ve katyonik siirfaktanlar, pH ve ortamdaki elektrolit konsantrasyonundan
etkilenirler ancak sicaklik degisimlerinden ¢ok az etkilenirler veya hi¢ etkilenmezler
(Lawrence ve Rees 2000). Zwitteriyonik siirfaktanlar, ayn1 molekiil iizerinde zit yiiklere
sahip iki ya da daha fazla iyonize olabilen gruplar igerirler ve iginde bulunduklari
cozeltinin pH degerine gore oOzellikleri degismektedir. Fosfolipitler, zwitteriyonik
siirfaktanlarin 6nemli bir 6rnegidir ve genellikle ¢ok iyi biyouyumluluk gosterirler

(Kumar ve Singh, 2012).

Siirfaktan molekiiliiniin hidrofilik ve hidrofobik kisimlart “hidrofil-lipofil denge
(HLB)” olarak bilinir. Uygun HLB degerine sahip siirfaktanin segilmesi 6nemlidir. Diigiik
HLB degerinde hidrofobik kisim ve yiiksek HLB degerinde hidrofilik kistm baskindir
(Chime wvd., 2014). Disiik HLB'ye sahip siirfaktanlar (3-6), genellikle S/Y
nanoemilsiyonlarint olustururken, yiiksek HLB'ye (8-18) sahip stirfaktanlar Y/S
nanoemiilsiyonlarin1 olusturabilir. Tween 20 ve Tween 80’nin HLB degerleri sirasiyla
16,7 ve 15°tir. Span 20 ve Span 80’nin HLB degerleri ise sirasiyla 8,6 ve 4,3’tiir (Setya
vd., 2014).

Hidrofilik ve lipofilik siirfaktan madde karisimlarinin ¢esitli uygulamalar i¢in cogu
zaman daha verimli olduklar1 bildirilmistir. Sistemin HLB'si siirfaktanlarin  ve
kostirfaktan/kosolventlerin dogru bir sekilde segilmesi ile degistirilebilir (Setya vd.,
2014). Siirfaktan karigimlari, damlacik boyutunu nispeten azaltabilir ve ara yiizey
tabakasinin saglamligini artirabilir. Bazi spesifik siirfaktan karisimlari, iki ayr1 bilesenden

daha diisiik ylizey gerilimi degerleri verir (Setya vd., 2014; Peng vd., 2010; Vilasau vd.,
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2011; Fu vd., 2010; Chime vd., 2014). Bir ¢alismada Tween 40 ve Span 20 karigimi1
kullanilarak optimum mineral yag1 emiilsiyonlar: iiretilebilmistir (Gullapalli ve Sheth,
1999). Limon yagi nanoemiilsiyonlarinin asitlik stabilitesi, siikroz monopalmitat ve
Tween 80'in karistirilmasiyla gelistirilmistir (Rao ve McClements, 2012-1). Bir bagka
calismada, Tween 80 ve Span 80'in kombinasyonu, nanoemiilsiyonlar1 stabilize etmek

icin sinerjik etki gostermistir (Fu vd., 2010).

1.4. Nanoemiilsiyonlarin Elde Edilme Yontemleri

Nanoemiilsiyonlar dengelenmemis sistemlerdir ve bu yiizden bunlarin
hazirlanmasi, biiylik miktarda enerji veya siirfaktan madde girisi ve bazi durumlarda her
ikisinin kombinasyonunu gerektirir. Nanoemiilsiyon formiilasyonlarinda, yiiksek enerji

veya diisiik enerjili yontemler kullanilabilir (Chime vd., 2014).

Nanoemiilsiyon formiilasyonunda; Yyiiksek enerjili yaklasimlar, kiigik yag
damlaciklar1 elde etmek i¢in yogun yikici kuvvetleri lretebilen; ultrasonikatorler,
mikroakiskanlastirici ve yiiksek basingli homojenlestiriciler vb. mekanik cihazlari
kullanmaktadir (Kumar ve Singh, 2012; Ghosh vd., 2013-2). Diisiik enerji yontemlerinde
ise dis kuvvet saglanmaz; bunun yerine sistemin gercek fizyolojik Ozelliklerinden
yararlanir. Diisiik enerji yontemleriyle hazirlanan nanoemiilsiyonlar, sistemin depolanmis
enerjisine dayalidir ve sicaklik, karistirma, siirfaktan tipi ve miktar1 gibi parametrelerin
degistirilmesi ile iiretilmektedir (Chime vd., 2014; McClements ve Xiao, 2012; Setya vd.,
2014). Mikroemiilsiyonlar ise sadece diisiik enerjili yontemler olan; kendiliginden
emiilsifikasyon ve faz doniisimii sicakligi yontemleriyle elde edilebilirler (Kale ve

Deore, 2017).

1.4.1.Yiiksek enerjili emiilsifikasyon yontemleri
1.4.1.1. Yiiksek basin¢li homojenizasyon

Yiiksek basin¢gli homojenizasyon, nanoemiilsiyonlarin iiretimi i¢in kullanilan en
yaygin yontemlerden biridir. Yiiksek basingli homojenlestirme sirasinda kaba
makroemiilsiyon, 500-5000 PSI arasindaki bir ¢alisma basincinda kiiglik bir delikten
gecirilir. Bu islem sirasinda, hidrolik kesme, yogun tiirbiilans ve kavitasyon gibi birkag
kuvvet birlikte hareket ederek kiiciik damlacik boyutuna sahip nanoemiilsiyonlar {iretir.

Emiilsiyon formiilasyonu, istenen damlacik boyutunda nanoemiilsiyon elde edilinceye
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kadar tekrar yiiksek basingli homojenizasyona tabi tutulabilir (Setya vd., 2014).
Yiiksek basingli homojenizasyon laboratuvarda ve endiistriyel lgekte etkili bir
yontemdir, ancak bliyiik miktarda enerji tiiketir ve igslem sirasinda sicaklik artar (Setya

vd., 2014).

1.4.1.2. Mikroakiskanlastirma

Mikroakigkanlastirma yonteminde, 20.000 PSl'ye kadar olan ¢ok yiiksek
basinglarda calisan yer degistirme pompasi kullanilir. Bu pompa, makroemiilsiyon
damlaciklarini, bir dizi mikro kanaldan olusan etkilesim bdlmesinden gegirir.
Mikrokanallardan gegen makroemiilsiyon, garpisma alaninda yiiksek hizla garpisir ve

nanoemiilsiyonlar olusur (Maali ve Mosavian, 2013; Kumar ve Singh, 2012; Setya vd.,
2014).

1.4.1.3. Ultrasonikasyon

Ultrasonik homojenizatorler; elektrik dalgalarimi yogun basing dalgalarina
dontistiirmekte ve siddetli yikict kuvvetler olusturmaktadir. Ancak bu yontem, kiiciik
miktarlar i¢in daha uygundur ve daha ¢ok arastirma laboratuvarlarinda kullanilmaktadir
(Kumar ve Singh, 2012; McClements, 2011; Kentish vd., 2008). Ultrasonik enerji
girdisini ve zamanimi degistirerek istenen Ozelliklere sahip nanoemiilsiyonlar elde

edilmektedir (Solans vd., 2005).

1.4.2. Diisiik enerjili emiilsifikasyon yontemleri

Diisiik enerjili emiilsiyonlasma yontemleri, nano damla olusturmak i¢in sistemin
depolanan enerjisini kullanmaktadir. Diigiik enerji yaklasgimlari, yiiksek enerjili
yaklagimlara kiyasla kiiciik damlaciklar iiretmekte genellikle daha etkilidir; ancak bu
emiilsiyonlagsma yontemlerinde kullanilabilecek yag ve siirfaktan tipleri daha siirlidir.
Giliniimiizde nanoemiilsiyon olusturmak ic¢in kullanilan diisiik enerjili yaklasimlarin
cogunda siirfaktan olarak proteinler veya polisakkaritler kullanmak miimkiin degildir.
Bunun yerine, nispeten yiiksek konsantrasyonlarda sentetik siirfaktan maddelerin
kullanilmast gerekmektedir. Diisiikk enerjili emiilsifikasyon yontemleri genellikle
“kendiliginden emiilsifikasyon” ve “faz donilistimii sicaklig1” yontemlerini igermektedir

(Chime vd., 2014; McClements ve Xiao, 2012; Anton vd., 2008).
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1.4.2.1. Faz déniisiimii sicakligt (Phase Inversion Temperature-PIT) yéntemi

Faz doniisiim sicakligi (PIT) yontemi ile nanoemiilsiyon eldesi; sabit emiilsiyon
bilesiminde, sicaklikta degisiklik yapilarak gergeklestirilmektedir ve emiilsiyonlagma
yontemi siirecinde olusan faz gegisleri ile kimyasal enerji elde edilmektedir. Bu
yontemde; makroemiilsiyon karisimi yavas yavas isitildiginda, polietoksilenmis
stirfaktan madde dehidrasyona bagli olarak lipofilik hale gelir ve daha yiiksek
sicakliklarda siirfaktan madde, yaglhi fazda tamamen ¢Oziliniir hale gelir. Sonugta,
baslangigtaki Y/S emiilsiyonu S/Y emiilsiyonuna ¢evrilir (Chime vd., 2014). Sicakligin
hizl1 bir sekilde degismesi birlesmeyi engeller ve stabil nanoemiilsiyonlar iiretilir (Kumar
ve Singh, 2012; Setya vd., 2014; Anton vd., 2008).

1.4.2.2. Kendiliginden emiilsifikasyon yontemi (Su titrasyonu yéntemi)

Kendiliginden emiilsifikasyon yontemi ile herhangi bir organik ¢oziicli ve 1s1
kullanmadan nanoemiilsiyonlar ve mikroemiilsiyonlar elde edilebilmektedir (Rao ve
McClements 2012-2). Karistirma altinda yag/siirfaktan karisimina kademeli olarak su
ilavesi ile kiiglik damlacik boyutuna sahip nanoemiilsiyon ve mikroemiilsiyonlarin
tretilebilecegi  gosterilmistir  (Forgiarini  vd., 2001). Emiilsiyonlagsma isleminin
kendiliginden olmast genellikle ara yilizey gerilimi, viskozite, siirfaktan yapisi ve
konsantrasyonuna baglidir (Setya vd., 2014). Bu yontemin dezavantaji, sadece iyonik
olmayan kiigiik molekiillii siirfaktanlarin ve diisiik viskoziteli yaglarin kullanilmasidir.
Sisteme eklenen yag konsantrasyonu da oldukga diisiik olmalidir ve yiiksek siirfaktan/yag
orani gereklidir (McClements, 2011; Rao ve McClements 2012-2).

Kendiliginden emiilsiyonlagma sistemlerinin, koenzim Q10, halofantrin, vitamin E
ve siklosporin-A gibi hidrofobik ilaglarin verilmesinde ve hedeflenmesinde kullanildigi
bildirilmistir (Chime vd., 2014). Bir g¢alismada, Curcuma zedoari Rosc. (beyaz
zerdecal)'in koklerinden elde edilen ugucu yag, oral kullanim i¢in kendiliginden
nanoemulsifikasyon yontemi ile elde edilmistir. Bu calismada ugucu yag, etil oleat, tween
80, transcutol P (30,8:7,7:40,5:21; a:a:a:a) iceren formiilasyon hazirlanmigtir.
Formiilasyon su ile karistirildiktan sonra, ortalama 68.3+1.6 nm ve zeta potansiyeli
-41.2+1.3 mV olan damlaciklara doniismiistiir. Sonu¢ olarak formiile edilen aktif

bilesenler, 25°C'de en az 12 ay depolamada stabil kalmistir (Zhao vd., 2010).
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1.5. Emiilsiyonlarin Stabilitesi

Nanoemiilsiyonlarin stabilitesi, siirfaktan ve kosiirfaktanin tiirii ve konsantrasyonu,
yag fazi tiirli, kullanilan yontemler, fazlarin birbirlerine karsi ¢oziintirliigii, proses
degiskenleri ve katki maddelerinin eklenmesi gibi faktorler kontrol edilerek arttirilabilir
(Kumar ve Singh, 2012; Chime vd., 2014; Anton vd., 2008; Setya vd., 2014; McClements
ve Xiao, 2012). Cesitli destabilizasyon mekanizmalar1 vardir: Bunlar Sekil 1.5°te; faz
ayrimi, flokiilasyon, koalesens, kremalasma ve Ostwald olgunlagmasi olarak verilmistir

(Robins 2000).

1.5.1. Kremalagma ve sedimentasyon

Kremalagma, siirekli fazdan daha diisiik yogunluga sahip damlaciklarin yukari
dogru hareket etmesidir (Sekil 1.5). Sedimentasyon ise siirekli fazdan daha yiiksek
yogunluga sahip damlaciklarin agsagiya dogru hareket etmesidir. Ugucu ve sabit yaglarin
cogu sudan daha hafiftir. Bu nedenle, Y/S emiilsiyonlarindaki damlaciklar genellikle
kremalagma egilimindedirler. Yag icindeki su emiilsiyonlarinda ise bu yaglar asagida

birikme egilimindedirler (Robins 2000; Tadros vd., 2004).

Fazlar arasinda yogunluk farkini en aza indirmek ve damlacik boyutunu azaltmak
yoluyla kremalagma ve sedimentasyon engellenebilir. Suyun yogunlugundan daha diistik
yaglar kullanildiginda yogunluk eslesmesi i¢in; yag fazina genellikle ester zamki ve
sakkaroz asetat izobiitirat gibi yagda ¢oziinebilir ve agirhik veren maddeler ilave
edilmektedir (Wang, 2014). Yogun damlacik konsantrasyonu igeren emiilsiyonlarda,
damlaciklarin hareketini engelleyen ii¢ boyutlu ag yapisi nedeniyle kremalasma hizi
gecikmektedir ve viskozite artisi ile birlikte ¢cogu zaman jel olusmaktadir (Demetriades
vd., 1997).

1.5.2. Flokiilasyon (Topaklanma)

Flokiilasyon, iki veya daha fazla yag damlaciginin bireysel biitiinliiklerini
koruyarak bir araya gelerek biiyiik kiimelesmis emiilsiyonlar olusturmasidir (Sekil 1.5)
(Demetriades vd., 1997). Flokiilasyon, damlaciklar ve siirekli faz arasindaki yogunluk
farkinin azaltilmasi veya siirekli fazin viskozitesinin arttirilmasiyla kontrol edilebilir.
Noniyonik siirfaktanlar1 kullanarak hazirlanan nanoemiilsiyonlarda ¢ekici kuvvetler

olusmadigindan flokiilasyon meydana gelmez (Tadros vd., 2004; Setya vd., 2014).
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Sekil 1.5. Emiilsiyonlarda destabilizasyon ¢esitleri; a) Faz ayrimi, b) Koalasens, ¢) Kremalasma,
d) Flokiilasyon, e) Ostwald olgunlagmas: (Robins, 2000).

1.5.3. Koalesans (Birlesme)

Koalesans, yag damlaciklarinin tek bir biiylik damlacik olusturmak iizere bir araya
gelmesidir (Sekil 1.5). Y/S emiilsiyonlarinda koalesans sonucunda faz ayrimi
gerceklesmektedir ve iist kisimda yag tabakasi birikmektedir. Koalesens meydana
gelmesi genellikle siirfaktan maddenin tipine ve ¢evresel faktorlere baghdir. Dolayisiyla
stirfaktan tipi, pH, iyonik kuvvetler ve sicaklik degistirilerek veya iki damlacik arasinda

iticilere neden olan ayn1 yiiklere sahip siirfaktan madde ilavesiyle koalesens onlenebilir

(Tadros vd., 2004; Setya vd., 2014).

1.5.4. Ostwald olgunlasmasi

Ostwald olgunlagmasi; Sekil 1.5°te belirtildigi gibi kiiciik ve biiyiik damlaciklar
arasindaki ¢oziiniirliik farkindan kaynaklanmaktadir (Tadros vd., 2004; Setya vd., 2014;
McClements ve Xiao, 2012). Yiiksek alkanlar, yiiksek molekiil agirlikli yaglar ve silikon
yaglar1 gibi suda ¢oziiniir yaglarin daha az kullanilmasi ve yag fazina suda ¢éziinmeyen
lipitlerin eklenmesiyle ile Ostwald olgunlagmasi uzun siire onlenebilir. Uzun zincirli
trigliserid yaglarinin ilavesi ile suda ¢oziniirligin azaltildigi ve bdylece Ostwald
olgunlagmasina kinetik bir bariyer saglandigi yapilan ¢alismalarda gosterilmistir (Setya
vd., 2014).
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Triagilgliseroller ile hazirlanan emiilsiyonlar, ugucu yaglar ile hazirlananlardan
fiziksel olarak daha stabildir. Nispeten yiiksek polarite ve diisiik viskoziteye sahip ugucu
yag igeren emiilsiyon damlaciklarinin Ostwald olgunlasmasi etkisiyle daha hizli birlestigi

bildirilmistir (Flanagan ve Singh 2006; Wang, 2014).

1.5.5. Faz doniisiimii

Faz dontisiimii, emiilsiyon sisteminin Y/S emiilsiyonundan S/Y emiilsiyonuna ya
da tam tersine donlismesidir. Bu durum, koalesens ve flokiilasyon siireclerini de
icermektedir. Kii¢iik molekiillii siirfaktanlar ile hazirlanan emiilsiyonlarda; siirfaktanlarin
yapisi, HLB degeri, sicaklik ve iyonik kuvvetler degistiginde faz doniistimii olugsmaktadir
ve genellikle tersinirdir. Faz doniistimleri, genellikle sicaklik yiikseldiginde veya
diistiigiinde meydana gelir. Y/S emiilsiyonu sogutuldugunda; kullanilan yag kismen
kristallenmekte ve ara yiizeyin zarar gormesi sonucu faz doniisiimii olusmaktadir (Wang,
2014).

1.6. Nanoemiilsiyonlarin Karakterizasyonu

Nanoemiilsiyonlarin  karakterizasyonu; igerigin homojenligini, gorliniisiinii,
pH'sin1, viskozitesini, yogunlugunu, iletkenligini, yiizey gerilimini, boyut dagilimini ve
zeta potansiyel degerlerini igeren fiziksel ve kimyasal testleri igermektedir (Morales vd.,
2003; Kumar ve Singh, 2012). Nanoemiilsiyonlarin karakterizasyonunda kullanilan

parametrelerden bazilari bolim 1.6.1.-1.6.4.’te a¢iklanmustir.

1.6.1. Damlacik boyutu ve boyut dagilim

Emiilsiyon i¢indeki damlaciklar farkli boyutlara, dagilimlara ve sekillere
sahiptirler. Emiilsiyonun igerdigi yag damlaciklarinin boyutlari; hazirlama kosullari ve
sistem bilesimlerinin degistirilmesi ile kontrol edilebilir (McClements ve Xiao, 2012).
Damlacik boyutunun azalmasiyla, emiilsiyonlarin goriiniir viskozitesi artmaktadir ve
genellikle daha stabil hale gelmektedirler. Duyusal analizler, tatlilik ve aciligin farkli yag
damlacik boyutlarina sahip Y/S emiilsiyonlar1 arasinda farkli oldugu gosterilmistir
(Dapcevi¢ Hadnadev vd., 2013).

Yiiksek enerjili yontemlerde damlacik boyutu; genellikle giren enerjinin

yogunluguna ve siiresine, siirfaktan tipi ve konsantrasyonuna, yag-su ara yiizey gerilimine
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ve fazlarin viskozitesine bagli olarak degigsmektedir. Diisiik enerjili yontemlerde ise
damlacik boyutu degisimi; siirfaktan madde-yag-su orani, siirfaktan tiirii ve iyonik kuvvet
gibi sistem bilesimilerine ve sicaklik, zaman ve karistirma hizlar1 gibi ¢evresel kosullara
baghidir (McClements ve Xiao, 2012). Yapilan c¢alismalarda, yag faz
konsantrasyonundaki artis ile genellikle Y/S emiilsiyonlarinin damlacik biiyiikliigiinde
artma oldugu bildirilmistir. Bunun baglica nedenleri, yag damlaciklarini kaplamak icin
gerekli olan siirfaktan konsantrasyonunun yetersiz olmasi ve koalesansin artmasidir

(Dapcevi¢ Hadnadev vd., 2013).

Isik, emiilsiyondaki damlaciklar tarafindan sagilir ve bu 1s1k sa¢iliminin derecesi,
damlaciklarin boyutuna baghidir. Teoride, damlacik biiytikligi 15181in dalga boyundan
daha biiyiik oldugunda, 151k yansima ve kirilma yoluyla tiim yonlerde sacilir, emiilsiyon
beyaz renkte goriiniir ve opaktir. Damlaciklarin boyutu 15181n dalga boyundan daha kiiciik
oldugunda ise gelen 151k zayif bir sekilde sagilir ve emiilsiyon yar1 seffaf veya seffaf
olarak goriinlir. Buna gore, emiilsiyonlarin optik ozellikleri ve gorsel goriiniisleri,
seffaflik, yar1 seffaflik ve opaklik acisindan, emdiilsiyonlarin tiirbiditesini Olgerek;
nanoemiilsiyon, mikroemiilsiyon veya klasik emiilsiyon olup olmadiklarini belirlemek

i¢in kullanilabilir (McClements ve Dungan, 1993; Prince, 1977).

Emiilsiyonlarin ortalama damlacik boyutu ve damlacik boyut dagilim; 1s1k sagilimi
ve mikroskobik yontemler ile belirlenebilir. Bunun i¢in, mikroskopi yontemleri olarak
genellikle optik mikroskop, konfokal lazer mikroskopu ve elektron mikroskopu
kullanilmaktadir. Genel olarak, 3 pm’den biiyiik damlaciklar i¢in 151k mikroskopu kolay
uygulanabilir bir yontemdir (Flint 1994; Wang, 2014). Nanoemiilsiyonlarin morfolojisi,
gecirimli elektron mikroskobu (TEM) ve taramali elektron mikroskobu (SEM) ile
belirlenebilir. SEM, damlaciklarin {i¢ boyutlu goriintiisiinii verirken TEM ile daha yiiksek
¢oztiniirliiklii goriintiiler elde edilmektedir (Chime vd., 2014).

Damlaciklarin boyutunu 6l¢mek i¢in en yaygin kullanilan 151k sagilim teknikleri,
“statik 151k sagilimi (SLS)” ve “dinamik 1s1k sagilimi1 (DLS)” dir. SLS teknigi ile dlgiilen
partikiil boyutu aralig1 0,1 - 1000 pm arasindadir, DLS ise 3 - 5000 nm arasinda ¢ok daha
kiiglik parcacik araligin1 6lgmektedir (McClements ve Dungan, 1993). Nano- ve
mikroemiilsiyonlar gibi, 100 nm'den kiiciik damlacik iceren emiilsiyonlarin damlacik
boyutu, DLS teknigi ile analiz edilmelidir. Kiimiilatorler ortalamasi olarak da bilinen Z-
ortalamasi, DLS'deki birincil ve en stabil parametredir ve bu ortalama, I1ISO 22412

(Malvern, 2011) tarafindan “harmonik siddette ortalama partikiill cap1” olarak
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tanimlanmaktadir (Wang, 2014). Polidispersite indeksi (PDI) dagilimm kalitesini veya
homojenligini gostermektedir. Literatiire gore, Ol¢lim sonuglarinin spektrumlarinda
nanoemiilsiyonlarin damlacik boyut dagilimi1 genellikle tek ya da ¢oklu, dar ya da genis

piklerdir. Mikroemiilsiyonlar ise tek ve dar piklere sahiptirler (McClements, 2012).

1.6.2. Viskozite

Nanoemiilsiyonlarin viskozitesi; siirfaktan, su ve yag bilesenlerinin ve bunlarin
konsantrasyonlarinin bir fonksiyonu olarak degismektedir ve stabiliteyi etkilemektedir.
Genel olarak su igeriginin arttirilmasi viskoziteyi diisiiriirken, siirfaktan ve kosiirfaktan
miktarinin azaltilmasi, su ve yag arasindaki ara yiizey gerilimini arttirarak viskozitenin
artmasina neden olur (Keservani ve Sharma, 2018; Chime vd., 2014; Mason vd. 2006;
Tadros vd. 2004).

1.6.3. Elektriksel ozellikler (Zeta potansiyeli)

Emiilsiyonlardaki damlaciklar, fonksiyonel performanslarinda ve stabilitelerinde
onemli bir rol oynayan elektriksel bir yiike sahiptir ve bu yiik "zeta potansiyeli" olarak
ifade edilir. Zeta potansiyel degerleri, Zetasizer kullanilarak belirlenebilir. Emiilsiyon
damlaciklarinin elektriksel 6zellikleri, siirfaktan tiplerinin se¢imine ve pH, iyonik kuvvet
ve ylizey aktif iyonik tiirler vb. sistem bilesimine bagli olarak kontrol edilebilir
(McClements ve Xiao, 2012; McClements, 2010). Literatiirde, Zeta potansiyelinin,
damlaciklarin stabilitesini anlamak ve tahmin etmek i¢in kullanilabilir oldugu
bildirilmistir. Buna gore, emiilsiyon damlaciklarinin, elektrostatik itme sonucunda
gergeklesen damlacik agregasyonuna karst stabil kalmasi igin, zeta potansiyel
degerlerinin genellikle en az £30 mV olmasi1 beklenmektedir (Kale ve Deore, 2017;
Wang, 2014).

Nanoemiilsiyonlarin zeta potansiyel degeri, serbest yag asitlerinin varligi nedeniyle
genellikle negatiftir. Bunun yaninda, oleilamin gibi katyonik bir lipitin katilmas: ile
katyonik nanoemiilsiyonlar olusturulabilir (Chime vd., 2014). Damlacik yiikii, farkli
elektriksel 6zelliklere sahip biyopolimerleri kullanarak da degistirilebilir. Ornek olarak,
proteinler (peynir alt1 suyu proteini, kazein, soya proteinleri ve yumurta proteinleri vb.)
tarafindan stabilize edilen yag damlaciklari, proteininin izoelektrik noktasina (plI) gore bir

yiike sahiptir (McClements ve Xiao, 2012).

19



1.6.4. Bulanikhik (Tiirbidite)
Emiilsiyon sistemlerinin bulaniklig: (tiirbiditesi), yag damlaciklarinin boyutuna ve
konsantrasyonuna baglidir. Emiilsiyon bulanikliklarinin 6lgtimleri, ultraviyole ve goriiniir

spektrofotometreler kullanilarak gergeklestirilir (McClements ve Dungan, 1993).

Chantrapornchai ve digerlerinin (1998) yapmis olduklari ¢alismada, damlacik
ozelliklerinin emiilsiyon goriiniimii tizerinde belirgin bir etkiye sahip oldugu
gosterilmistir. ilgili calismada, damlacik biiyiikliigii arttikca, damlaciklarin sacilma
verimliligi azalmistir ve emiilsiyon renginin arttigi belirlenmistir. Diger taraftan,
damlacik konsantrasyonu arttikca, emiilsiyon renginde bir azalma olmustur. Bu
calismada, ayn1 damlacik konsantrasyonuna sahip fakat farkli damlacik boyutlarindaki

emiilsiyonlarin, farkl tiirbidite spektrumlarina sahip oldugu tespit edilmistir.

1.7. Nanoemiilsiyonlarin Potansiyel Toksisitesi

Genel olarak, nano 06lgekli tirlinlerin ve dzellikle nanoemiilsiyonlarin giivenligini
belirlemenin basit bir yolu yoktur. Nanoemiilsiyonlarin giivenligini ve toksisitesini
degerlendirmek icin ¢ok az arastirma yapilmistir. Nanoemiilsiyonlarin potansiyel
toksisitesi hakkindaki bilgilerin ¢ogu, diger nano 0&lgekli materyaller tizerindeki
caligmalardan gelmektedir. Literatiire gore, biyolojik sistemlerde nanoemiilsiyonlarin
giivenligi ve toksisitesi ile ilgili uygulamalar giivenlidir. Nanoemiilsiyonlarin ¢ok yiiksek
dozlarda toksik oldugu gosterilen az sayida ¢alisma vardir. Bu nedenle, genellikle
nanoemiilsiyonlarin ~ diisilk konsantrasyonlarda kullanildiginda giivenli oldugu
varsayilmaktadir (Wani vd., 2018). Bildigimiz kadariyla, nanoemiilsiyonlarin potansiyel
toksisitesini degerlendirmek igin 6zel olarak tasarlanmig standart bir test protokolil

bulunmamaktadir (McClements ve Rao, 2011).

Karbon nanotiip, glimiis, silika, titanyum dioksit ve ¢ginko oksit vb. nanomalzemeler
makro Olgekte bulunmayan ozellikler sergiler ve bu durum, 6ngériilemeyen giivenlik
problemleri ve riskler ile sonuglanabilir. Nano 6lgekli materyallerin hiicrelere girme
derecesi, niifuz ettikleri alanlar, hiicrelerdeki birikimi ve viicutta yer degistirmesi
arastirtlmasi gereken konulardan bazilaridir. Yaklasik 50 nm'lik nanopartikiiller solunum
yoluyla hiicrelere ve akcigerlere girebilirken, 30 nm'dekiler kan ve beyin bariyerinden
gecebilirler. Sonugta, bu nano yapilar, solunum sisteminden kan dolagim sistemine ve
daha sonra karacigere, dalaga, kemik iligine, kalbe, beyine ve diger organlara

tagiabilirler. Titanyum dioksit ve karbon tiip vb. bazi nanopartikiiller solundugunda
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akcigerlerde birikebilir ve pulmoner enflamasyon, pndmoni, pulmoner graniilom ve
oksidatif stres gibi kronik hastaliklar tetikleyebilir. Tek basina partikiil boyutunu dikkate
alarak toksisite hakkinda genel sonuglara ulasmak hala miimkiin degildir. Buna gore,
nanopartikiillerin potansiyel zararli materyaller olarak ele alinmasi gerektigi One

stiriilmistiir (Chau vd., 2007).

1.8. Ucucu Yaglar ve Emiilsiyonlari

Ugucu yag bilesikleri, dokulara niifuz edebilen, tiim hedef organlara ulasabilen ve
sistemik dolasima gegebilen yagda ¢oOziinen molekiillerdir. Ugucu yaglarin, bazi
hastaliklarin 6nlenmesi ve tedavisi yaninda sagligin korunmasi ve gelistirilmesi i¢in
kullanimlar1 vardir. Bununla birlikte, suda ¢o6zinirliklerinin  diisik olmasi ve
kararsizliklari, yiiksek uguculuk ve yan etkileri nedenleriyle tedavideki uygulamalari
siirlidir (Kohlert vd., 2002; Baser ve Buchbauer, 2020).

Terapotik olarak ucucu yaglar1 kullanmanin yolu genellikle inhalasyondur ancak
oral ve harici uygulamalar da etkin yollardandir. Seyreltilmis ugucu yag formiilasyonlari
kullanilan harici uygulamalar genellikle giivenlidir, ancak bazi ugucu yaglar iritan etki
gosterebilmektedir. Bilindigi iizere, ozellikle turunggil yaglart UV'ye duyarhdir ve
uygulandiktan sonraki 4 giine kadar giines 1s1gina maruz kalindiginda cildin tahrigine
neden olarak malign degisimleri tetikleyebilir. Baz1 yaglar ise dogrudan solunum igin
onerilmez; solunumu durumunda konsantre buharlarin géz tahrisine neden olmamasi igin
ucucu yag difiizorlinlin yakininda durulmamasi 6nerilir (Franz, 2010; Bilia vd., 2014).
Saf ucucu yaglar, cilde uygulandiginda sistemik absorpsiyona neden olabilirler ve

sonugta konviilsiyon gibi ciddi yan etkiler goriilebilmektedir (Bilia vd., 2014).

GRAS kategorisindeki ugucu yaglar genellikle siit, soya siitii, zeytinyag: vb. ile
seyreltilerek oral olarak kullanilabilirler. Cogu ugucu yag bileseni glukuronat veya
stilfatla konjuge edilerek polar bilesikler seklinde bobrekler tarafindan elimine edilmekte
veya cigerler yoluyla CO2 olarak atilmaktadir (Kohlert vd., 2000). Bir ¢alismada, (-)-
mentol'iin oral uygulanmasindan sonra mentol igeriginin %35'inin renal olarak “mentol
glukuronid” olarak atildig1 ve kimyasal olarak “timol, karvakrol, limonen ve 6jenol”{in
olustugu belirlenmistir. Oral uygulamadan sonra idrarda ve plazmada, siilfat ve

glukuronit formlar1 uygun analizler ile saptanmistir (Bilia vd., 2014).
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Ugucu yaglarin ve dogal biyoaktif bilesiklerin ¢esitli nano formiilasyonlarinin elde
edilmesi; ila¢ salimimi kontrol etmek, aktif maddelerin fiziksel stabilitesini arttirmak,
cevre ile olan etkilesimlerden korumak, uguculuklarini azaltmak, biyolojik aktivitelerini
arttirmak ve toksisiteyi azaltmak i¢in uygulanabilir ve etkili bir yaklasimdir (Bilia vd.,
2014; El Asbahani vd., 2015; Flores vd., 2011). Ugucu yaglar, nano tasiyici sistemler ile
inhalasyon ve oral uygulamalarinda; burun, akciger, oral bosluk, mide ve bagirsagin
mukozal yapisiyla karsilasirlar. Nanoemiilsiyonlarin mukusa yapismasi, nano Sistemin
burunda kalma siiresini arttirmak ve etken maddenin absorpsiyonunu ve biyoyararliligini

arttirmak i¢in kullanilabilir (Bilia vd., 2014).

1.9. Emiilsiyonlarin Uygulamalar
1.9.1. Topikal yol

Birgok ilacin haricen yani topikal yoldan emilimi diisiiktiir ve bu nedenle zayif
etkinlige neden olurlar. Ciltten penetrasyonu arttiran toksik maddelerle
karsilagtirildiklarinda, nano ve mikro boyuttaki Y/S emiilsiyonlar1 daha etkili ve gilivenli
olarak kabul edilmektedir. Genellikle, Y/S emiilsiyonlari, lipofilik aktif maddeler i¢in
yikksek  ¢oziiniirlik kapasitesine  sahiptirler. Transdermal ila¢ dagitiminda
nanoemiilsiyonlarin kullanimi, bazi ilaglarin transdermal absorpsiyon kapasitesini,
terapGtik  etkinligini ve biyoyararlanimimi genelde olumsuz etkileri olmadan
arttirmaktadir (Keservani ve Sharma, 2018; Kumar ve Singh, 2012; Chime vd., 2014).
Yapilan bir calismada, transdermal ilag dagitimi icin kafeinin nanoemiilsiyon
formiilasyonlar1 gelistirilmistir ve bu sekilde ciltteki gegirgenlik parametrelerinde artis

gozlenmistir (Schneider vd., 2009; Prow vd., 2011).

Son zamanlarda, dermokozmetiklerin kontrollii tasimnmasi ve Ozellikle cilt
katmanlarinda aktif bilesenlerin optimum dagilimi i¢in nanoemiilsiyonlar giderek dnem
kazanmaktadir. Piroxicam, pilokarpin, indometasin, siklosporin A vb. lipofilik ila¢larinin
Y/S emiilsiyonu formunda okiiler uygulamadan sonra géz biyoyararlaniminin artmasi

saglanmistir (Kumar ve Singh, 2012).

1.9.2. intranazal yol
Nazal bosluk, enzimatik aktivitelerin az olmasi, immiinoaktif bolgelerin ¢ok

bulunmasi ve orta derecede gegirgen epitelyuma sahip olmasindan dolay1 etkin ilag iletim
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bolgelerinden biridir (Keservani ve Sharma, 2018; Pires vd., 2009). Koku alma sinir
uc¢lariin bulundugu insan olfaktor (koku alma) bolgesi (Sekil 1.6), burun boslugunun
toplam yiizey alaniin yaklasik %1,25-10'unu temsil eden 2-12,5 cm?'lik bir alan1 kaplar.
Olfaktor epitel ile beyin arasinda bulunan olfaktdér ve trigeminal sinirlerin sagladigi
dogrudan baglant1 sayesinde, nazal mukozadan beyine ilag hedeflemesi saglanabilir.
Nazal dozlar genellikle oral dozlardan 2-10 kat daha diisiiktiir ve nazal yolla verilen
ilaglarin karacigeri dogrudan gegmesi biiyiik bir avantaj olarak goriilmektedir (Bonferoni
vd., 2019).

Koku alma balgesi

Koku alma sinirleri

Koku bilesenleri

Sekil 1.6. Koku bilesenlerinin inhalasyon yoluyla beyne ulagmasi: (Aderibigbe, 2018).

Literatiirde, ilaglarla yiiklii nanoemiilsiyonlarin intranazal kullanimi ile Alzheimer
hastalig1, migren, depresyon, sizofreni, Parkinson hastaligi, menenjit vb. gibi hastaliklarin
tedavi edilebilir oldugu bildirilmistir (Bonferoni vd., 2019; Kumar vd., 2008; Mistry vd.,
2009). Burun yoluyla beyne ulagmasi i¢in nanoemiilsiyonlarin kullaniminin literatiirdeki
ilk orneklerinden biri; antipsikotik ilag risperidon nanoemiilsiyonlaridir. Risperidon
nanoemiilsiyonlari, yag fazi (%8, a/a) olarak Capmul MCM ve siirfaktan olarak Tween
80 kullanilarak hazirlanmistir (Kumar vd., 2008 ve 2009; Patel vd., 2011; Bonferoni vd.,
2019). Bhanushali ve digerleri (2009), yaptiklar1 bir ¢alismada migren bas agrilarini
iyilestirmek i¢in kullanilan rizatriptan benzoatin uzun siireli etkisini intranazal

nanoemiilsiyon ve jel formiilasyonlar ile saglamiglardir.
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Curcuma longa L. (Zerdegal)nmin koklerinden elde edilen fenolik bir bilesen olan
kurkuminin; Alzheimer hastaligi hayvan modellerinde hafiza ve biligsel eksiklikleri
iyilestirdigi bulunmustur (Agrawal vd., 2010). Bununla birlikte, bu ilacin etkinligi, suda
diisiik ¢oziiniirliigii, gastrointestinal sistemden zayif emilimi ve hizli metabolizmasi
nedenleriyle siirlidir. Sood ve digerleri (2014), intranazal uygulama ile SSS hedefli
olarak, kurkumin yiiklii nanoemiilsiyonlar1 kendiliginden nanoemiilsifikasyon yontemi

kullanilarak hazirlamislardir.

Resveratrol, tiziim ve kirmizi sarapta bulunan biyolojik olarak aktif bir bilesiktir ve
resveratrol iceren Y/S nanoemiilsiyonlar1 kendiliginden emiilsifikasyon ve ardindan
yiiksek basingli homojenizasyon yontemleriyle hazirlanmistir. Bu ¢alismada, yag fazi
olarak Vitamin E ve Sefsol, siirfaktan olarak Tween 80 ve yardimci siirfaktan madde
olarak Transcutol P kullanilmistir (Pangeni vd., 2014). Bonferoni ve digerlerinin (2019),
Wistar si¢anlar1 tizerinde Yyaptiklari beyin hedefleme c¢aligsmalarinda; resveratrol
nanoemiilsiyonlarinin nazal uygulamasindan sonra beyinde nispeten daha yiiksek

resveratrol konsantrasyonuna ulasmislardir.

Nigella sativa L. (Corek otu) tohumlarindan elde edilen ugucu yagin
bilesenlerinden biri olan timokinonun antioksidan etkili ve serebral iskemi tedavisinde
faydali oldugu bilinmektedir. Ancak, timokinonun suda ¢oziiniirliigiiniin diisiik olmasi ve
hizli eliminasyonu nedenleriyle biyoyararlanimi zayiftir. Ahmad ve digerleri (2016)
tarafindan gelistirilen timokinon nanoemiilsiyonlari (yaklagik 100 nm); yag fazi olarak
oleik asit, stirfaktan maddeler olarak Tween 20/labrasol/kremofor ve yardimci siirfaktan
olarak karbitol kullanilarak iyonik jelasyon ydntemiyle hazirlanmustir. ilgili ¢alismada,
Wistar siganlar1 lizerinde yapilan intranazal ¢alismalar, intravendz uygulamalara kiyasla

beyinde ilag biyoyararlaniminin arttigin1 gostermislertir (Bonferoni vd., 2019).

1.9.3. Parenteral yol

Parenteral yol, diisiik biyoyararlanim ve dar terapotik endeksli aktif maddeler igin
kabul goren en yaygin ve en etkili ilag uygulama yontemlerinden biridir. Diazepam
nispeten yiiksek lipofilik 6zellige sahiptir, bu nedenle klasik su bazli preparatlarda
(Valium® ve Stesolid®) coziilmesi icin propilen glikol, fenil karbinol ve etanol gibi
¢oOziiciilerin kullanilmasini gerektirmektedir. Bu ¢oziiciilerin kullanilmasi, hasta tizerinde
agr1 ve tromboflebiti olusturmaktadir. Diazemuls® (Kabi-Pharmacia) olarak bilinen
diazepam nanoemiilsiyon formiilasyonunun gelistirilmesi ile; bu yan etkilerin azaltilmasi,
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diazepam dagilim asamalarmin ve eliminasyonun Valium®a benzer sekilde yapilmasi
saglanmistir. Diazepam ile birlikte; propofol, deksametazon, etomidat, flurbiprofen,
prostaglandin E1 vb. ilaglarin da parenteral nanoemiilsiyon formiilasyonlari
hazirlanmistir (Chime vd., 2014).

1.9.4. Antimikrobiyal nanoemiilsiyonlar

Son yillarda yapilan calismalarda; nanoemiilsiyonlarin, bir¢ok bakteri, viriis ve
fungusa kars1 genis bir etki spektrumuna sahip oldugu bildirilmistir. Nanoemiilsiyon
damlaciklari, lipit igeren organizmalarla karsilagtiginda emiilsiyonun katyonik yiiki ile
patojen tizerindeki anyonik ylik arasinda elektrostatik etkilesim gozlenir. Yeterli miktarda
nanoemiilsiyon damlacig1 patojenle birlestiginde, emiilsiyon i¢inde tutulan enerjinin bir
kismini serbest birakir. Hem aktif bilesen hem de salinan enerji, patojenin lipit zarmin
dengesini bozarak hiicre lizizi ve dliimiiyle sonuglanir (Keservani ve Sharma, 2018;
Kumar ve Singh, 2012).

Yapilan calismalarda, wugucu yag nanoemiilsiyonlarinin antimikrobiyal
aktivitelerinin, emiilsiyon sistemlerinin bilesimine gore degistigi gozlenmistir. Liang ve
digerlerinin 2012 yilindaki calismasinda, serbest yag ile karsilastirildiginda, modifiye
nisasta ile stabilize edilmis Mentha piperita (tibbi nane) ugucu yagi nanoemiilsiyonlari,
Listeria monocytogenes ve Staphylococcus aureus suslarina karsi daha etkili ve uzun
stireli antimikrobiyal aktivite gostermistir (Liang vd., 2012). Ghosh ve digerlerinin 2013
yilinda yapmis oldugu calismada ise ultrasonik emiilsifikasyonla hazirlanmis Tween 80
ile formiile edilmis Cinnamomum zeylanicum (Seylan tar¢ini) ugucu yaginin
nanoemiilsiyonu, Bacillus cereus’a karsi nispeten daha fazla antibakteriyel etki gosterdigi
gozlenmistir (Ghosh vd., 2013-1). Benzer sekilde, Landry ve digerlerinin (2012)
calismasinda Tween 80 ile kendiliginden emiilsifikasyonla elde edilen karvakrol
nanoemiilsiyonlari, Salmonella enterica, Enteritidis sp. ve Escherichia coli'ye karsi
antimikrobiyal etkili bulunmustur (Landry vd., 2014). Bunun yaninda, Terjung ve
digerlerinin (2012) yapmis oldugu ¢alismada ise karvakrol ve 6jenol nanoemiilsiyonlari,
E. coli ve Listeria innocua'ya karst makroemiilsiyondan goreceli olarak daha az

antibakteriyel etkili bulunmustur.
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1.9.5. Fitofarmasotikler ve nanoemiilsiyonlar

Bilindigi {lizere bir¢ok bitkisel aktif bilesen; asidik pH'da ve karaciger
metabolizmasinda instabilite sorunu nedeniyle, kanda terapotik konsantrasyonun altinda
bir ila¢ diizeyine neden olmaktadir (Goyal vd., 2011). Bunun yaninda, ¢esitli bitki
ekstreleri ve bitkisel aktif maddeler; in vitro biyoetkinlige sahip olmalarina ragmen, zayif
lipit ¢oziiniirliigli ve/veya biiylik molekiiler boyutlari nedeniyle zayif absorpsiyon ve zayif
biyoyararlanim saglayarak nispeten daha az in vivo etki gosterirler veya hig¢ etki
gostermezler. Standardize edilmis bitki ekstreleri, flavonoitler, terpenoitler, tanenler,
ksantonlar gibi polar bitkisel etken maddeler, nanoemiilsiyonlar gibi yeni yaklasimlarla
uygulandiklarinda biyolojik membrandan ge¢melerini saglayan daha iyi absorpsiyon
profili gosterirler ve biyoyararlanimda artisa neden olurlar. Ayrica; nano formlarin
(polimerik nanopartikiiller ve nanokapsiiller, lipozomlar, kati lipit nanopartikiilleri,
fitozomlar ve nanoemiilsiyon vb.) gelistirilmesi sayesinde; ¢Oziiniirlik ve
biyoyararlanimin arttirilmasi, toksisiteden korunma ve farmakolojik etkinin arttirilmasi
vb. mimkiin olmustur (Ajazuddin, 2010). Bunlara ornek olarak, Kkolsisin
nanoemiilsiyonu; izopropil miristat, 6jenol, Tween 80, etanol ve su ile hazirlanmistir ve
bu sayede kolsisinin bagirsak emiliminin belirgin olarak arttirildigi gosterilmistir (Shen
vd., 2011). Genistein'in farkli deneysel sistemlerde antikanser aktiviteye sahip oldugu
gosterilmis, ancak zayif biyoyararlanimi nedeniyle klinik ortamda ayni etkiler elde
edilememistir. Bir ¢aligmada genisteinin, yumurta lesitini, orta zincir trigliseritleri ve
sudan olusan topikal nanoemdiilsiyon formiilasyonu, kendiliginden emiilsifikasyonla
olusturulmus, bu sekilde biyoyararlanim arttirilmistir (Silva vd., 2009). Bir bagka
caligmada ise Y/S nanoemiilsiyon formiilasyonu ile kurkumin'in anti-enflamatuvar

etkinligi arttirtlmistir (Wang vd., 2008).

1.10. Santral Sinir Sistemi (SSS) ve Nanoteknoloji

Beyin, islevi icin gerekli besinleri saglayan 6zel bir kilcal endotelyal hiicreler
sisteminden olusan ve kan-beyin bariyeri (KBB) olarak adlandirilan yiiksek oranda
giiclendirilmis membran sistemi ile yabanci organizmalardan ve zararli kimyasallardan
korunmaktadir. Bu nedenle, genellikle hidrofilik ve yiiksek molekiiler agirlikli olan
ilaclart beyne hedeflemeyle iliskili gesitli problemler vardir (Pardridge, 1999). Nazal
epitelyum; yiiksek kan akisi, gozenekli endotelyal zar, genis yiizey alanmi ve ilk gecis

metabolizmasinin 6nlenmesi gibi avantajlara sahiptir. Nazal bosluk, olfaktér bolge

26



sayesinde beyin ile dogrudan baglanti saglayarak beyinde ilag emilimine izin vermektedir
(Pires vd., 2009).

Son zamanlardaki arastirmalar, erken agsamalarda ortaya ¢ikan beyin hastaliklarinda
olfaktér islev bozuklugunun varhigini dogrulamaktadir. Ozellikle, multipl skleroz (MS)
hastalarinda koku degisiklikleri nadiren bildirilmesine ragmen, koku alma duyusu siklikla
bozulmaktadir. Koku alma bozuklugunun da norolojik hastaliklarin siddeti ile iliskili
olabildigi bildirilmistir. Olfaktér disfonksiyon ayni zamanda Parkinson hastalifinda

belirtilen erken asamada ve sik goriilen bir semptomdur (Strous ve Shoenfeld, 2006).

Nanoteknoloji, beyne spesifik ilag verme ve beyinde diagnostik olarak goriintiilleme
calismalarinda 6nemli bir rol oynamaktadir. Inorganik nanopartikiiller, polimerik
nanopartikiiller, kati lipit nanopartikiiller, nano kristaller, karbon nanotiipler,
dendrimerler, altin nanopartikiiller, nanoemiilsiyonlar ve manyetik nanopartikiiller
SSS’ne ilag tasinmasi i¢in kullanilan farkli tiir nanopartikiillerdir. (Singh vd., 2016).
Intranazal yoldan beyin hedefleme amacgh olarak; estradiol polimerik nanopartikiilleri,
nimodipin nanopartikiilleri ve risperidon nanoemiilsiyonu gelistirilmistir. Polielektrolit
polimerler gibi mukoyapiskan ajanlarin formiilasyona eklenmesi, formiilasyonun burun
mukozasi lizerinde tutulmasina yardimei olmaktadir ve bu sekilde ilacin koku alma
bolgesine ve buradan beyine salimli olarak verilmesi saglanmaktadir (Singh vd., 2016;
Alam vd., 2010). Bhanushali ve digerlerinin (2009), yapmis oldugu caligmada; uzun
stireli etki, kontrollii salim ve ilacin beyin dokularina dogrudan hedeflenmesi igin
intranazal rizatriptan nanoemiilsiyon ve jel formiilasyonlar1 gelistirilmistir. Omega-3
coklu doymamis yag asitleri agisindan zengin olan yaglarla hazirlanan
nanoemiilsiyonlarin, KBB de dahil olmak tizere biyolojik engellerin asilmasinda ¢ok

onemli bir rol oynadig1 bildirilmistir (Vyas vd., 2008; Shah vd., 2013).

1.10.1. SSS’de anti-enflamatuvar etki

Enflamasyon, hasarli beyin dokusunu hasar almamis alandan izole eden, hasarl
hiicreleri yok eden ve hiicre dis1 matrisi onaran koruyucu bir mekanizmadir. Bir¢cok
enflamatuvar reaksiyon kendiliginden diizelir, ancak siddetli kronik ve akut

enflamasyonlarin beyin hasarina yol a¢tig1 bilinmektedir (Phillis vd., 2006).

Eikosanoitler olarak adlandirilan biyolojik olarak aktif lipit molekiilleri iireten

siklooksijenaz (COX) ve lipoksijenaz (LOX) enzimlerinin enflamasyona neden oldugu
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bilinmektedir. SSS hastaliklarinin, enflamasyon ile iligkisinin de bu enzimlerin artisina
bagli oldugu diistiniilmektedir (Manev vd., 2011). Kronik enflamasyon; romatoid artrit,
ateroskleroz, kalp hastaligi, Alzheimer, astim, multipl skleroz, diyabet, yaslanma,
enfeksiyonlar, gut, enflamatuvar bagirsak gibi dejeneratif hastaliklarin gelisimini
arttirmaktadir (Vishal vd., 2014; Lucas vd., 2006).

LOX, molekiiler oksijeni arasidonik aside sokan ve demir i¢eren dioksijenazlardir.
LOX, 75 ila 78 kDa'lik bir molekiiler kiitleye sahiptir. iki alana katlanan tek bir polipeptit
zincirinden olusurlar. Biiyiik alan agirlikli olarak a-sarmaldir ve substrat baglama cebini
icerir. Beyinde ti¢ LOX formu bulunur; 5-LOX, 12-LOX ve 15-LOX. 5-LOX, beyin
dokusunda ve sinir hiicrelerinde sitoplazmada bulunur. Soya fasulyesinden elde edilen 5-
LOX ve 15-LOX onemli olglide benzerlik gosterirler (Phillis vd., 2006). 5-LOX,
16kotrienlerin biyosentezinde anahtar bir enzimdir ve Alzheimer hastalig1 ve akut iskemik

inme gibi SSS bozukluklari ile iliskilendirilmistir (Costa de Silva vd., 2015).

1.10.2. SSS’de antikolinesteraz etki

Sinir sistemi  fonksiyonunun temeli asetilkolin aracili sinir iletimidir.
Asetilkolinesteraz enzimi (AChE), kolinerjik sinapslar yoluyla asetilkolin (ACh)'nin
impuls iletimi etkisini sona erdirmek i¢in asetilkolin bagl esterin hidrolizini katalize eder.
Alzheimer hastalarinda 6zellikle kolinerjik norotransmisyon etkilenir. Hafiza kaybi, sinir
ileticisi asetilkolinin yetersizliginin bir sonucu oldugu diisiiniilmektedir. Bu hastaligin
tedavisinde en umut verici yaklasimlardan biri, asetilkolinesteraz inhibitorlerini
kullanarak beyindeki asetilkolin seviyesini arttirmaktir (Barbosa Filho vd., 2006; Singhal
vd., 2012). Asetilkolin hidrolizi, daha az spesifik bir enzim olan butirilkolinesteraz
(BUChE, serum kolinesteraz veya pseudo kolinesteraz) tarafindan da katalize edilebilir
(Soreq ve Seidman, 2001).

Antikolinesteraz etkiye sahip madde sayis1 ve ¢esitliligi en fazla olan kimyasal sinif
alkaloitlerdir. Galantamin, Alzheimer hastaliginin onaylanmis ilaglardan biridir ve ¢esitli
demans formlarini tedavi etmek i¢in kullanilmistir. Yapilan ¢alismalarda, 1,8-sineol ve
a-pinen gibi bazi terpenoitlerin de asetilkolinesteraz inhibitorleri olduklari gosterilmistir

(Mendes vd., 2012).
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1.11. Bitkisel Hammaddelerin SSS’ye Etkileri

SSS aktivitesi olan yapilar1 tanimlayarak alternatifler veya yeni tedaviler bulmak
i¢in ¢ok sayida ¢alisma yapilmistir (Gomes vd., 2009). SSS'de antidepresan etkisi olan
bitkilerin ¢ogunun, halk arasinda anksiyolitik veya hipnotik olarak kullanildig
bilinmektedir. Antik caglardan beri; Matricaria chamomilla (Papatya), Passiflora
incarnata (Carkifelek), Valeriana officinalis (Kediotu), Melissa officinalis (Melisa),
Mentha piperita (Tibbi nane) ve Papaver somniferum (Hashas) gibi ¢esitli bitki
kaynaklarindan elde edilen bir¢ok ilag, uyku verici ve anksiyeteyi azaltmak igin
kullanilmigtir. Uyaric1 6zellige sahip taninmig bitkilerden bazilari; kahve (Coffea
arabica), kakao (Erythroxylum coca), mate (llex paraguariensis) ve c¢ay (Camellia
sinensis)’dir. Bu bitkiler, SSS uyarici etkisiyle psikoaktif madde olarak kabul edilen
alkaloit olan kafein (1,3,7-trimetilksantin) bakimindan zengindir. Hypericum perforatum
(Sar1 kantaron) preparatlar1 depresyon tedavisinde yaygin olarak kullanilan baslica tibbi
urtinlerdir ve genellikle hiperisin bilesenine gore standardize edilmektedir. H.
perforatum, sadece serotonin, noradrenalin ve dopamin degil, ayn1 zamanda gama-
aminobutirik asit (GABA) ve L-glutamatin gesitli norotransmiterlerin néronal alimi
tizerinde agik bir inhibitor etki gostermistir (Gomes vd., 2009; Mendes vd., 2012).
Valeriana officinalis kokleri, sedatif ve antikonviilsan etkileri i¢in kullanilmaktadir ve
aktif bilesen olarak valepotriat denilen bir dizi nonglikozile iridoid i¢cermektedir. M.
chamomilla'nin ¢igekleri, sedatif ve spazmolitik etkileri i¢in yaygm olarak
kullanilmaktadir. Apigenin ve kamferol, monoaminoksidaz (MAO) A ve B inhibitorleri
olarak arastirilmistir (Mendes vd., 2012). M. officinalis, sedatif 6zellikleri ig¢in yaygin
olarak kullanilan bir bitkidir ve anksiyolitik olarak da kullanilmaktadir. M. officinalis,
GABA transaminaz aktivitesini inhibe eden ve beyindeki GABA seviyelerini arttiran
yiiksek igerikte rosmarinik asit, triterpenoid oleanolik asit ve ursolik asit igermektedir. M.
officinalis ugucu yag1 antioksidan ve antitiimdr aktiviteye sahiptir. Saglikli goniilliilerde
yapilan klinik ¢alismalar; M. officinalis ekstresi kullaniminin, stresi azalttigi, ayni
zamanda ruh halini degistirdigi ve sakinligi artirdigi, ancak kognitif fonksiyonlarda
bozulmaya neden olabilecegini gostermektedir (Gomes vd., 2009; Mendes vd., 2012).

Bu tez calismasi kapsaminda, Anadolu’da halk arasinda, SSS hastaliklarinda
kullanilan bitkiler, kullanilan bitki kisimlart ve nasil kullanildiklar1 Tiirkiye adresli
calismalar kaynak olarak kullanilarak literatiir taramasi ile incelenmistir ve Tablo 1.2°de

listelenmistir. Buna gore, en az 93 farkli bitkinin ¢esitli yontemlerle geleneksel olarak
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kullanildig1 belirlenmistir. Bu bitkiler arasindaki Hypericum sp., Lavandula sp., Mentha
sp., Origanum sp., Salvia sp., Tilia sp. ve Valeriana sp. sedatif, uyarici, analjezik ve
hipnotik gibi etkileri nedeniyle uykusuzlukta, stres ve psikolojik problemlerde, Parkinson
ve Alzheimer hastaliklarinda kullanildigi bildirilmistir (Sargin, 2015; Cakilcioglu ve
Tiirkoglu, 2010; Cakilcioglu vd., 2011; Akan ve Bakir, 2015; Geng ve Ozhatay, 2006;
Korkmaz ve Karakurt, 2014; Polat vd., 2015; Altundag ve Oztiirk, 2011; Tetik vd., 2013;
Sargin vd., 2015-1; Giizel vd., 2015; Sagiroglu vd., 2013).

Tablo 1.2. Anadolu’da halk arasinda santral sinir sistemine etkili bazi bitkiler, kullanilan kisimlar: ve

kullanilma sekilleri.

Bltkmm. . Halk arasinda Kullanim amaci Kull.amm Kullamilan Kaynak
Latince ismi sekli kismi
phaea - Hatmi Sedatif etkili . . PoRtvd.
Sinirleri Korkmaz ve
Angelica kuvvetlendirir. Bitkinin
. Melek otu . Cay Karakurt,
sylvestris L. Migrende tamami 2014
kullanilmaktadir.
Sedatif ve Altundag ve
Artemisia Pelin, pelinotu,  antidepresan etkili, infiizvon Toprak iistii  Oztiirk, 2011;
absinthium L.  aci1 pelin basagrisinda Y kisimlart Giizel vd.,
kullanilmaktadir. 2015
Anthemis
cretica L. .
subsp. Papatya Rabhatlatici etkili - - Tetik vd.,
. 2013
anatolica
Boiss.
Anthemis Papatya . Tuzlaci ve
fumariifolia Y L. Sedatif etkili Infiizyon Cigekler Senkardes,
Boiss. yogurt gigegl 2011
Anthemis Papatva. sari . Tuzlaci ve
tinctoria L. pagat)}/]a’ Sedatif etkili Infiizyon Cigekler Senkardes
var. tinctoria 2011
Achillea
crithmifolia Civanpergemi,  Sinir sistemi infiizvon Toprak tisti  Tuzlaci vd.,
Waldst. et mayasil otu hastaliklarinda Y kisimlart 2010.
Kit.
Alchemilla . . Toprak iistii  Sarag vd.,
crinita Buser Sakinlestirici i k1s110m1ar1 2013
. Cakilcioglu
AVENASANA vy pof Sedatif etkili i i ve Tiirkoglu,
' 2010
Boswellia Akgiinliik Yatistiric 50 gr 1 kg Regine Akan ve
serrata L. bal ile Bakir, 2015
karigtirilir
giinde 2 kez
1 kasik

- Herhangi bir bilgiye rastlanmadi.
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Tablo 1.2. (Devam) Anadolu’da halk arasinda santral sinir sistemine etkili bazi bitkiler, kullanilan

kisimlart ve kullanilma sekilleri

Bitkinin

Halk

Kullanilan

Latince ismi arasinda Kullamim amaci Kullanmim sekli Kismi Kaynak
Ca“un.a Funda, Alzheimer hastaliginda Yaprak ve Akan ve
vulgaris L. siipiirge otu  kullanilmaktadir Cay icekler Bakar,
Hull pure ‘ “1e 2015
Carduus Havta vd
nutans L. Esek dikeni Sedatif etkili - - y N
2014
subsp. nutans
Cardaria . Segatlf eltkll“’ Milkemre
draba L. Tahlis uykusuzlukta - - vd.. 2015
’ kullanilmaktadir. "
Cakilcioglu
Centaurea Pamuk Sedatif etkili, sinirleri ve
kurdica dikeni yatigtirici i i Tiirkoglu
Reichardt 2010
Citrus sinensis Sinir sistemi Akan ve
Portakal - Meyve Bakar,
L. hastaliklarinda
2015
Colocasia Golevez, Alzheimer hastaliginda Diizenli olarak Sargin,
esculenta L. e -
gelevez kullanilmaktadir. tiiketilir. 2015
Schott
Korkmaz
. .. . Tohumlari; ve
' g kisimlar1 2014; San
A.O, 2010
Corydalis ; Altundag
ye Menekse Sedatif etkili Infiizyon Yapraklar ve Oztlrk,
erdelii Zucc.
2011
Yumus,
akhasan, Cay olarak 2-3
Cnicus sevketi : - giin giinde iki Toprak iistii ~ Polat ve
benedictus L. bostan, Sedatif etkili kez bir kisimlart Satil, 2012.
akdiken, caybardagi
mayasil otu
Cakilcioglu
vd., 2011;
Geng ve
Cigekli dal Ozhatay,
Yemisgen, . uglari, toprak  2006;
ﬁ;arfgegﬁz L alig, arig, Sedatif etkili \I?eekaoiknsili)jlgnon ustii Altundag
ay ' kizlar yemisi y Y kisimlari, ve Oztiirk,
meyveler 2011;
Ozdemir
ve Alpinar,
2015
Korkmaz
Crataegus Kirmizt al Uykusuzta Kaynatilarak Dal ve ve
orientalis L. ¢ kullanilmaktadir. dahilen meyveler Karakurt,
2014

- Herhangi bir bilgiye rastlanmadi.
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Tablo 1.2. (Devam) Anadolu’da halk arasinda santral sinir sistemine etkili bazi bitkiler, kullanilan

kistmlart ve kullantima sekilleri

Bitkinin

Halk

Kullamim

Kullanilan

Latince ismi arasinda Kullanim amaci sekli kism Kaynak
Crataegus . Uykusuzta Kaynatilarak Dal ve Korkmaz ve
tanacetifolia Sant alg kullanilmaktadir dahilen meyveleri Karakurt,
Lam. Pers ‘ y 2014
Crataegus i Insomnia ve streste i i Polat vd.,
aronia L. kullanilmaktadir. 2013
Cig olarak
Elaeagnus N Cigeginin kokusu zihin veya Meyve ve Kork|r(naz ve
angustifolia L Igde agici olarak kaypatllarak cicekleri Karakurt,
' kullanilmaktadir. dahilen 2014
tiketilir.
, . . . Ozdemir ve
Ephedra major '..36..”'2.. Uyarict etkili Infiizyon Toprak iisti Alpinar,
Host tizimi kisimlart
2015
Eremurus Kavnatilarak Ozdemir ve
spectabilis M. Ciris kokii  Sedatif etkili Y Kokleri Alpinar,
i dahilen
Bieb. 2015
Ginkgo biloba  Mabed . S . Giizel vd.,
L agact Hafiza gii¢lendirici Dekoksiyon  Yapraklari 2015
Sargin,
Katran otu, Infiizyon 2015;
kantaron, veya Cakilcioglu
binbirdelik  Sedatif etkili dekoksiyonu Toprak st vd., 2011;
Hypericum otu, bagtov, Depresyon, stres ve 2-3 hafta kisimlari, Akan ve
perforatum L.  adagayi, uykusuzlukta boyunca cicek ve Bakar, 2015;
sar1 kullanilmaktadir. giinde 2 kere yapraklari Geng ve
kantaron, kaynatilarak Ozhatay,
alagay1 igilir. 2006; Polat
vd., 2015.
Hyoscvamus Ozdemir ve
1YOSCy - Sedatif etkili Infiizyon Tohumlari Alpnar,
niger L.
2015
. - Akan ve
Humulus . Uyarict ve sedatif etkili © e Yapraklari, Bakir, 2015;
Serbetci otu  depresyonda Infiizyon . . N
lupulus L. cigekleri Giizel vd.,
kullanilmaktadir.
2015
Altundag ve
Infiizyon Oztiik,
Hypericum Sanci otu, Sedatif etkili veva y Toprak isti 2011,
scabrum L. Oksiiriik otu ya kisimlari Ozdemir ve
dekoksiyon
Alpinar,
2015
2-3 hafta
Hypericum Katran, Sedatif etkili boyunca Sargin,2015;
triquetrifolium  katran otu,  Depresyonda giinde 2 kere - Tetik vd.,
Turra kepir kullanilmaktadir. kaynatilarak 2013
icilir.
. Infiizyonu . . Altundag ve
I—:Ie(!la::t:xsgrg Herdemtaze Antidepresan etkili veya I:;ﬂ?llgr?sm Oztiirk,
P ' dekoksiyon 2011
Jasminum Yasemin Noroleptik, sinir i i Giiler vd.,
officinale L. yatistiric 2015

- Herhangi bir bilgiye rastlanmadi.
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Tablo 1.2. (Devam) Anadolu’da halk arasinda santral sinir sistemine etkili bazi bitkiler, kullanilan

kistmlart ve kullantima sekilleri

Bltlfmm. . Halk arasinda Kullanim amaci Kull‘anlm Kullanilan Kaynak
Latince ismi sekli kismi
Jualans Beyin gelisimini Taze Korkmaz ve
re gia L Ceviz destekler, zihni acar, - meyve Karakurt,
g ) unutkanligi engeller. kabuklari 2014
Cay1 3-4
hafta
boyunca
giinde 3 kez
bir cay
bardagi.
Bir yemek Sargin,2015;
Karabasg, karabasg otu, . kasig1 giinde Korkmaz ve
Karabas kekigi, kafa ~ Deyin hastaliklar, =5 oo e ey, Dal Karakurt,
Lavandula o . insomnia, stres, . govde, .
stiptlirgesi, esek - S kekik ve . 2014; Giizel
stoechas L. > asabilik, epilepsi, . cicek ve .
zahteri, ¢al1 kekigi, sedatif etkili siyah aoraklar vd., 2015;
mor kekik, karagan kimyon yap Sagiroglu
tohumlariyla vd., 2013
1-2 hafta
yenir. 1-5
hafta giinde
3 kez bir
cay bardagi
icilir.
Akan ve
Sedatif etkili Suda Toprak pakar, 2015;
Laurus S kaynatilarak  istii
.- Defne Sinir agrilarimi . Geng ve
nobilis L. L haricen kisimlari, =
dindirir. Ozhatay,
uygulanir. yapraklar 2006
Lavandula Psikoloiik Korkmaz ve
angustifolia  Lavanta roble ni lerde Cay Cigek Karakurt,
Mill. P 2014
Lotus Toprak Altundag ve
corniculatus  Gazalboynuzu Sedatif etkili Dekoksiyon  distii Oztiirk,
L. kisimlari 2011
Toz edilmis
., bitki sekerle
Insomnia’da karistirilarak
ngella - k.mlan.ﬂmaktadlr uyumadan Tohumlar  Kiiltiir, 2014
sativa L. (6zellikle Snce bir
bebeklerde). -
caykasig1
tiiketilir.
. - Cakilcioglu
Origanum . Se(_jatlf .e'[k'“ vd., 2011
Kekik, amk Epilepside - -
vulgare L. tullaniimaktadir Polat vd.,
u : 2013
Cay olarak Toprak Korkmaz ve
Sedatif etkili V(j/}\]/gyz a uistii Karakurt,
Orl_ganum Mercankosk Uykusuzluk ve Taze bitki kisimlari, 2014, ]
majorana L. migrende olarak yapraklar Altundag ve
kullanilmaktadir. tiiketilir ve ¢icekli Oztiirk,
URetL dallar 2011

- Herhangi bir bilgiye rastlanmadi.
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Tablo 1.2. (Devam) Anadolu’da halk arasinda santral sinir sistemine etkili bazi bitkiler, kullanilan

kistmlart ve kullantima sekilleri

Bitkinin

Kullamim

Kullanilan

Latince ismi Halk arasinda  Kullammm amaci sekli Kismi Kaynak
Polat vd., 2013;
Depresvon Korkmaz ve
. Rihon, rihan, . presyon, . . Karakurt, 2014;
Ocimum migren, asabilik Bitkinin . )
. rehan, reyhan, Cay Giizel vd., 2015;
basilicum L. o ve uykusuzlukta tamami . ;
feslegen Giiler vd., 2015;
kullanilmaktadir. SN
Sagiroglu vd.,
2013
Plantago Sinirli ot Taze Geng ve
:f\nceolata sinirotu Sedatif etkili Dahilen yapraklar Ozhatay, 2006
Plantago K_a_ra _kabarc1k, . . . Geng ve
major L. s!n!rll ot, Sedatif etkili Dekoksiyon - Ozhatay, 2006
sinirotu
Sedatif etkili,
Sinir sistemini - .
. . Ozdemir ve
Uzerlik, uyarict,
Peganum . . . Alpinar, 2015;
tizerlikotu, Parkinson Inflizyon Tohumlar
harmala L. - Akan ve Bakir,
nazar otu hastaliginda ve
2015
uykusuzlukta
kullanilmaktadir.
Passiflora C.arkvl.felek Sgdatnf etkili, i i Giizel vd., 2015
sp. cicegi hipnotik
Sedatif ve infiizvon Cakilcioglu ve
Papaver - uyutucu etkili, Y Toprak iisti  Tiirkoglu, 2010;
Gelincik . . veya -
rhoeas L. insomnia’da dekoksivon kisimlar Altundag ve
kullanilmaktadir. y Oztiirk, 2011
Pimpinella Ozdemir ve
armena Anason Sedatif etkili Infiizyon Meyveleri
- Alpinar, 2015
Schischk.
Prangos - . Toprak listi ~ Altundag ve
ferulacea L. Uyarier etkili Dekoksiyon kisimlari Oztiirk, 2011
Sakinlestirici,
Mandrago Parkinson ve .
officinarum  Adamotu Alzheimer Suda giinde Koki Akan ve Balr,
N 1grtoz 2015
L. hastaliginda
kullanilmaktadir.
Mamcar.la P.a patya, Sinirleri Cigekler, Akan ve Bakair,
chamomilla  ¢igekmastik, -
N L yatigtirici dallar 2015
L. yogurt ¢icegi
. - .. Sargin, 2015;
Mentha x Sedatif etkili, — Giinde 2-3 Tetik vd., 2013;
L Nane, nene Insomnia’da kez bir ¢ay -
piperita L. kullanilmaktadir.  bardagi Sargmn vd.,
' & 2015-2
Cakilcioglu vd.,
:\élr?ngtpo(’?ia L Yarpuz Sedatif etkili Cignenir - 2011; Tuzlact ve
g ' Senkardes 2011
Toprak tistii Ozdemir ve
Me.“!ow.s Kokulu yonca Sedatif etkili Infiizyon kisimlar, Alpmar,v201 >
officinalis L. aoraklar Altundag ve
yap Oztiirk, 2011
Micromeria  Topuklugay, 1-2 giin
myrtifolia bogumlu ot, Rahatlatici giinde 1-2 - Sargin, 2015
Boiss. kirkbogum ¢ay1 cay bardak

- Herhangi bir bilgiye rastlanmadi.
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Tablo 1.2. (Devam) Anadolu’da halk arasinda santral sinir sistemine etkili bazi bitkiler, kullanilan

kistmlart ve kullantima sekilleri

Bitkinin Latince ismi Halk Kullanim amaci Kull‘anlm Kullamlan Kaynak
arasinda sekli kismi
Cakilcioglu
ve
Tiirkoglu,
2010;
Polat ve
Sedatif etkili, Satil, 2012;
anksiyete Giizel vd.,
epilepsi , 2015;
Ogulotu, unutkanlik, Tograk Kogyigit
: . . Cay1 2 hafta st ve
melisa, insomnia, giinde 2 kistmlari Ozhatay
Melissa officinalis L. ;r;:el;i otu, zyﬁfuﬁflﬁas’ bardak yapraklar,,  2006; Polat
! otu, £TISL, g tiiketilir. dallari ve  vd., 2015;
limon otu sinir, stres ve S
. - cicegi Korkmaz
psikolojik ve
problemlerde
wullamlmaktad Karakurt,
ullanilmaktadir. 2014:
Akan ve
Bakaur,
2015;
Kaval vd.,
2014
Micromeria myrtifolia Saremn vd
Boiss. veya Kirkbogum  Sedatif etkili - - e Vi,
. ) 2015-2
Micromeria sp.
Toprak Altundag
Nepeta cataria L. Kedinanesi  Uyarici Dekoksiyon  iisti ve Oztiirk,
kisimlari 2011
Prangos pabularia i Dekoksiyonu Tograk Altgnd.?%(
Lindl Uyarici etkili icilir iistii ve Oztiirk,
) ) kisimlari 2011
. . L .. . Kaynatilip Akan ve
Pe_trosellnum crispum  Maydanoz Sinir sistemi igin suyu tiiketilit  Meyve Bakr,
Mill. tohumu faydal
. 2015
Cay olarak.
Toz edilmis Korkmaz
bitki sekerle ve
Pimpinella anisetum Anason Uykusuzlukta karistirilarak  Bitkinin Karakurt,
Boiss. kullanilmaktadir. uyumadan tamami 2014;
once bir Kiiltiir,
caykasig1 2014
tiiketilir.
Sedatif etkili, 3-6 hafta Yapraklari, Saremn
Rosmarinus Kusdili, Migren ve sinir giide 3 kez cicek, em,
S L . w ... 2015; Sar
officinalis L. biberiye rahatsizliklarinda  bir ¢ay toprak tistii AO. 2010
kullanilmaktadir.  bardagi kisimlar1 T
. Nemnemiye, . - Giizel vd.,
Ruta chalepensis L. sedefotu Sedatif etkili - - 2015
Rubus sanctus . - Polat vd.,
Schreber - Sedatif etkili - - 2013
Salvia multicaulis . Toprak Ozdemir
Boz kulak Sedatif etkili Inflizyon uisti ve Alpnar,
Vahl.
kisimlari 2015

- Herhangi bir bilgiye rastlanmadi.
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Tablo 1.2. (Devam) Anadolu’da halk arasinda santral sinir sistemine etkili bazi bitkiler, kullanilan

kistmlart ve kullantima sekilleri

Bitkinin Latince ismi Halk Kullanim Kull‘anlm Kullanilan Kaynak
arasinda amaci sekli kismi
Alzheimer Cakilcioglu
Adagayi, deve hastaliginda, Tonrak iistii vd., 2011;
Salvia officinalis L. dili, acielma  yorgunluk ve Cay kfiﬁi rllls Y Akanve
otu streste sumia Bakar,
kullanilmaktadir. 2015
. Dag cay1 : Yapraklar1 Ozdemir
Sideritis montana L. ’ Uyaricr etkili Infiizyon . . ve Alpnar,
yaylacay1 ve ¢icekleri 2015
Stachys lavandulifolia .SEdat'f .et,k'“ Polat vd.,
vahl - insomnia’da - - 2013
) kullanilmaktadir.
L Ozdemir
Solanum dulcamara L. Sofur, .y?‘ba” Sedatif etkili Infiizyon Cicekli dal ve Alpinar,
yasemini uglart 2015
Giizel vd.,
. . Adagay1, dag Infiizyon 2015;
Elz(:l()airllltls libanotica cay1, dag Sedatif etkili veya Yapraklari Altundag
' kekigi dekoksiyon ve Oztiirk,
2011
Lakidenzi, Beyin Sarac vd
Smilax excelsa L. Zimbilagi hiicrelerini - Meyve 281? v
dikeni yeniler.
Dikkat Caym icine Korkmaz
Syzygium aromaticum . - . atilir veya  Cigek ve
Karanfil daginikliginda o
L. ullantimaktadir. S8 olarak  tomurcuklar1 Karakurt,
" tiiketilir. 2014
Smyrnium connatum Ozdemir
Boi);s - Sedatif etkili Infiizyon Yapraklari ve Alpnar,
' 2015
Thymus kotschyanus . - Polat vd.,
BOISS. - Sedatif etkili - - 2013
Korkmaz
Trigonella foenum- ve
graecum L. Cemen Depresyon - Tohumlari Karakurt,
2014
Teucrium chamaedrys . - Polat vd.,
L. subsp. Sinuatum ) Sedatif etkili i i 2013
Tanacetum balsamita . Kaval vd.,
L Giyakegk Uyarict etkili - - 2014
Teucrium chamaedrys Keselmehmut  Sedatif etkili i i Kaval vd.,
L. 2014
Thymus kotschyanus . . - Kaval vd.,
BOiSS. Catirakuvi Sedatif etkili - - 2014
Korkmaz
. . . Yaprak ve ve
Tilia rubra DC. Ihlamur Sakinlestirici Cay cicekler Karakurt,
2014
. - . - Tetik vd.,
Urtica dioica L. Isirgan Sedatif etkili - - 2013,

- Herhangi bir bilgiye rastlanmadi.
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Tablo 1.2. (Devam) Anadolu’da halk arasinda santral sinir sistemine etkili bazi bitkiler, kullanilan

kistmlart ve kullantima sekilleri

Bitkinin Latince ismi  Halk arasinda Kullanim Kull‘anlm Kullamlan Kaynak
amaci sekli kismi
2 L suya
Uykusuzluktave 300 gr
gerginlikte cicegi
Verbena officinalis L.  Mine ¢igegi kullanilmaktadir. demlenerek Yapraklan Akan ve
S ve gicekler  Bakir, 2015
Sinirleri 2 ay ag
yatistirir. karnina
tiiketilir.
Su ve seker
ilave
Asma cimin Hafiza kavbint edilerek Korkmaz
Vitis vinifera L. lizimii, y kaynatilir, Meyveler ve karakus,
.. ... azaltir. o
karaerik tizimii iizim suyu 2015
olarak
tiiketilir.
gedatlf etk|I|_, - Cakileroglu
epresyon, sinir ve
. T hastaligi, .. Lo
Valeriana officinalis . . Kok ve Tiirkoglu,
Kedi otu uykusuzluga Cay
L. 9 yapraklar 2010 Akan
karg1 bagimlilik
yapmadan ve Bakir,
sakinlestirir. 2015
Sakinlestirici,
s
Valeriana alpestris i o Psikolojik Cay Kok ve
Stev. Karakurt,
problemlerde, 2014
uykusuzlukta
kullanilmaktadir.
. o Infiizyon To?rak Altundag
Valeriana alliariifolia . . - ustii o
Kedi otu Sedatif etkili veya ve Oztirk,
Adams . kisimlari
dekoksiyon N 2011
ve kokler
. . - i i Cakilcioglu
Viscum album L. Cekem Sedatif etkili vd., 2011
Alzheimer 3-4 parga Sargin
Vicia faba L. Bakla hastaliginda '+ pare - S
tiiketilir. 2015
kullanilmaktadir.
Xanthium orientale e Infiizyonu Ozdemir ve
A Biiyiik pitrak Sedatif etkili . Yapraklar  Alpinar,
L. subsp. Italicum igilir.
2015
m ?ﬁ]udr; Korkmaz
Zingiber officinale Zencefil Hafizay1 eva ca Kok, ve
Roscoe kuvvetlendirir. veya ¢ay yaprak Karakurt,
olarak 2014
tiiketilir.
Korkmaz
Surup ve
Zizyphus jujuba Mill.  Hiinnap Depresyon olarak Yaprak
s Karakurt,
tiiketilir. 2014

- Herhangi bir bilgiye rastlanmadi.
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1.11.1. Ugucu yaglarin SSS etkileri

Ugucu yaglar, halk arasinda oldugu gibi aromaterapi ve fitoterapide; agr1 kesme,
gevseme, kayginin azaltilmasi ve enerjinin arttirilmasi i¢in kullanilan terapotik ajanlar
olarak kullanilmaktadir. Bilindigi {izere; olfaktor bolgeden absorbe olan ugucu bilesenler,
lipofilik 6zelliklerinden dolay1 beyne ulasabilir (Angelucci vd., 2014). Ugucu yaglarin
uyku, ruh hali, davranis, algi, antikonviilzif etkileri, epilepsi tedavisi, Alzheimer hastalig1
ve Parkinson hastaligi gibi SSS iizerindeki etkileri iizerinde ¢ok sayida c¢alisma vardir

(Dobetsberger ve Buchbauer, 2011; Baser ve Buchbauer, 2020).

Komori ve digerlerinin (2006), siganlar lizerinde yapmis oldugu ¢alismada; kediotu
(Valeriana officinalis) ve giil (Rosa damacena) ugucu yagi inhalasyonunun,
pentobarbitinin neden oldugu uyku siiresini Onemli Olgiide uzattigi ve limon
inhalasyonunun bunu o©nemli 0Olgiide kisalttigt  belirlenmistir. Dogal uykudaki
elektroensefalografik caligmalar ise giil inhalasyonunun uyku iizerinde herhangi bir
anlamli etki yaratmadigini belirlenmistir. Ayrica, kediotu inhalasyonunda uyku siiresinde
belirgin bir uzama, limon yaginin inhalasyonunda uykuya dalmada gecikme oldugu

gosterilmistir.

Bir ¢aligmada, yasemin yaginin dnemli bir bileseni metil jasmonat ve 1,8-sineoliin
beta dalgasini arttirdigini, alfa ve teta dalgalarini inhibe ettigini bulmuslardir (Sayowan
vd., 2013; Hongratanaworakit, 2004). Gergeklestirilen bircok calismada ise, lavanta
yaginin beyin dalgasi aktivitesi, otonom sinir sistemi ve ruh durumu {izerine etkileri
arastirilmistir. Lavanta yagi, tath badem yag ile karsilastirildiginda, teta ve alfa beyin
faaliyetlerinin giiciinii arttirdig1 tespit edilmistir. Lavanta ugucu yaginin temel bilesenleri
olan linalil asetat ve linalol, inhalasyon yoluyla viicuttan absorbe edilmektedir ve plazma
seviyesinin yaklasik 7 dakika i¢inde maksimum noktaya ulagtigi gézlenmistir. Lavanta,
sineol, sandal agact ve a-pinen inhalasyonlarinda rahatlatict bir etki (alfa dalga
aktivitesinde artis) bulunmustur. Koku molekiillerinin Kiralitesinin ¢aligildigi bir
caligmada, R-(-)-linalol i¢in rahatlatict etkiler ve S-(+)-linalol i¢in uyaric1 etkiler
gozlenmistir (Hoferl vd., 2006). Siklikla kullanilan anksiyolitik ugucu yaglar arasinda
lavanta (Lavandula angustifolia), giil (Rosa damascena), portakal (Citrus sinensis),
bergamot (Citrus aurantium), limon (Citrus limon) ve misk adacay1 (Salvia sclarea)
bildirilmistir (Mendes vd., 2012).
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1.11.2. Tez kapsaminda kullanilan bitkisel hammaddeler
1.11.2.1. Rosmarinus officinalis L.

Biberiye (Rosmarinus officinalis, Lamiaceae) toprak istii kisimlarindan (Gorsel
1.1) elde edilen ugucu yagin kimyasal bilesenleri arasinda genellikle 1,8-sineol, a-pinen,
borneol ve kafur yer alir. Antioksidan, antimikrobiyal, antifungal, anti-kanserojenik ve
glikoz seviyesini diisiiriici etkileri yapilan ¢alismalarda gosterilmistir (Borges vd., 2019).
Biberiye yapraklarindan hazirlanan infiizyon Bozyazi/Mersin’de halk arasinda migren
agrilarim1 gegirmek icin 3-6 hafta boyunca giinde 3 c¢ay bardagi olarak tiiketildigi
bilinmektedir (Sargin, 2015). Avrupa’da halk arasinda yasliliga bagli SSS hastaliklari1 i¢in
konsantrasyonu ve hafizay1 gelistirmek igin, dolasim uyaricist olarak kullanilmaktadir,
ayrica bellek problemleri i¢in aromaterapistler tarafindan Onerilmektedir. Giiney
Amerika’da ise dolasim bozukluklari, hipertansiyon, sinirsel kaynakli agrilar,
hazimsizlik, nevralji, yorgunluk ve yasliligin genel belirtileri i¢in kullanilmaktadir.
Ekvator geleneksel tibbinda, yasliligin, halsizligin ve yorgunlugun genel semptomlari
icin, Alzeimer hastaligi ve bunama ile baglantili olarak kullanilmaktadir. Eski
Yunanllarin, hafizay1 iyilestirmek icin bu ucucu yagi bellegin uyaricist olarak
degerlendirilmekte oldugu kayitlarda mevcuttur (Adams vd., 2007). Yapilan
calismalarda, biberiye ugucu yaginin sinir sistemini uyarici etkisinin, hafiza ve
konsantrasyon yeteneklerini gelistirme 6zelliginin oldugu gosterilmistir (Faixova ve Faix,
2008). Bir ¢aligmada biberiye ugucu yagini inhale eden 20 saglikli goniillii ile yapilan bir
calismada, aromaterapi uygulamasindan sonra kan basincinda, kalp atim hizinda ve
solunum hizinda belirgin bir artis oldugunu gostermistir. Ayrica bu calismada,
elektroensefalogram dl¢timleri, biberiye ugucu yaginin beyin dalgasi aktivitesi tizerindeki
uyarici etkilerinin olugunu da gostermistir (Filiptsova vd., 2018). Bagka bir ¢alismada, 1
saatlik bir siire boyunca 0,5 mL biberiye yagina maruz birakilan farelerin lokomotor
aktivitesinin arttig1 bildirilmistir (Kovar vd., 1987). Sayorwan ve digerlerinin (2013)
yapmis oldugu ¢alismada ise biberiye yaginin (%10 h/h) inhalasyonunun pozitif uyarici
etkileri ortaya konmustur. Baska bir ¢aligmada, biberiye ugucu yagi; 1,8-sineol ve a-pinen
ile sinerjik etkilesim yoluyla asetil kolinesterazi orta diizeyde inhibe etmis oldugu
gosterilmistir (Dobetsberger ve Buchbauer, 2011). Yapilan baska bir ¢alismada, biberiye
yaginin, insanlarda bellek kalitesi ve ikincil bellek faktorlerinde belirgin bir artig sagladigi
belirlenmistir. Sonugta, biberiye ugucu yagi, sempatik sinir sistemini harekete gegirme
faaliyetine sahiptir, bu da uyaniklik, dikkat ve konsantrasyon yeteneklerini arttirmaktadir.

Biberiye ugucu yaginin ana bileseni olan 1,8-sineol inhalasyonu solunum hizini
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arttirmigtir. Ayrica, baska bir calismada, biberiye yagmin bilesenlerinden biri olan
kafurun, SSS, solunum ve dolasim aktivitesini harekete gecirdigi bildirilmistir

(Hongratanaworakit, 2009).

e

A "y

Gorsel 1.1. Biberiye (Rosmarinus officinalis L.) gigekli dallar: ve toprak iistii kisimlari.

Biberiye ugucu yag1 ve icerdigi monoterpen bilesenler; AChE tizerindeki etkileri
agisindan aragtirilmig ve zayif inhibitor aktiviteye sahip oldugu gosterilmistir (Gomes vd.,
2009). Yapilan bir ¢aligmada, R. officinalis’in metanol ekstresi in vitro kolinesteraz
inhibitor aktivitesi gostermistir. Biberiye ugucu yaginin da bilesiminde bulunan 1,8-
sineol %44,42 ve a-pinen %12,57 oraninda in vitro kolinesteraz inhibisyonu géstermistir.
Bunun yaninda, biberiyenin igerdigi fenolik bir bilesik olan rosmarinik asit, AChE’ye

kars1 %85,8 inhibitor aktivitesi gostermistir (Natarajan vd., 2013).

1.11.2.2.Coriandrum sativum L.

Coriandrum sativum L. (Kisnis, Apicacae) meyveleri (Gorsel 1.2) geleneksel
olarak karminatif, diyaforetik, diliretik ve uyarici etkilerinden dolay1 kullanilmaktadir.
Kisnigin, sedatif-hipnotik, antidiyabetik, hipolipidemik ve hepatoprotektif &zelliklere
sahip oldugu bilinmektedir. Kisnis tohumlar1 antik ¢aglarda Misir medeniyetinde ikinci
Ramses’in mezarinda bulunmustur. Misirlilar bu otu “mutluluk baharati” olarak
tamimlamislardir. Yunan tibbinda ise Hipokrat (M.O. 460-377) tarafindan kullanildig:
kayitlarda mevcuttur (Grieve, 1971). Kelkit (Giimiishane) aktarlarindan elde edilen
bilgiye gore kisnis tohumlar1 macun haline getirilerek depresyon hallerinde yenmektedir
(Korkmaz ve Karakurt, 2014). Avrupa’da sekerle kapli kisnis tohumlart hafizay:
giiclendirmek ve rahatc¢a uykuya dalmak i¢in kullanilmaktadir (Adams vd. 2007). Kisnis

40



ekstrelerinin hafiza arttirict etkiye olumlu katkida bulundugu yapilan c¢alismalarda

gosterilmistir (Mani ve Parle, 2009; Dobetsberger ve Buchbauer, 2011).

Gorsel 1.2. Kisnis (Coriandrum sativum L.) meyveleri.

Kisnis tohumlarindan elde edilen ugucu yagin temel bilesenleri arasinda linalol, a-
pinen, p-simen, kafur ve geranil asetat vardir (Mandal ve Mandal, 2015). Linaloliin
intraperitonal uygulamasinin veya inhalasyonunun yatistirict bir etkiye sahip oldugu
bildirilmistir (Kuroda vd., 2005; de Moura Linck vd., 2009). Linalol, hipnotik ve
antikonviilzan ozellikleri de dahil olmak iizere SSS’nde belirgin etkilere sahiptir.
Linalol’iin insan deneklerde anksiyolitik ve sedatif etkileri gosterilmistir (Emamghoreishi
vd., 2005). Bir ¢alismada kisnis ugucu yaginin civcivler tizerinde diazepam ile benzer

etkilerde sedatif etkili oldugu bulunmustur (Gastéon vd., 2016).

1.11.2.3.Sesamum indicum L.

Susam (Sesamum indicum Linn., Pedaliaceae), zengin bir protein kaynagidir ve
diinyanin 6nemli baharat ve yag bitkilerinden biridir (Gorsel 1.3). Susam yagt, S. inducum
tohumlarindan soguk sikim veya endiistriyel olarak ¢oziicii ekstraksiyonu yontemleri ile
elde edilmektedir. Temel olarak antioksidan 6zellikte oleik ve linoleik yag asitlerini, ayn1
zamanda kolesterol diisiiriicii ve yiiksek tansiyonu engelleyen sesamol, sesamin ve
sesamolin maddelerini icermektedir. Susam yagi miishil, yumusatici ve yatistirici
Ozelliklere sahiptir bununla birlikte antioksidan ve antibakteriyel etkileri bircok

calismada bildirilmistir (Anilakumar vd., 2010; Mili vd. 2021).

Susam yaginin, nazal mukozadaki kurulugu gidermesi ve E vitamini igeriginin

yiiksek olmasi sayesinde anti-enflamatuvar etki gostermesi (Johnson vd., 2011)
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nedenleriyle Avrupa iilkelerinde nazal sprey (Nozoil® Nasal Sprey) formiilasyonlarinda
kullanilmaktadir. Susam yagi, ayrica ¢esitli kullanim sekilleriyle farmasotik teknolojide

ve galenik formiilasyonlarda yer almaktadir (Giiven, 2012).

Susam yaginin da ana bileseni olan oleik asit; 18 karbonlu ve tekli doymamiglik
iceren bir yag asididir. Oleik asit, nanoemiilsiyon formiilasyonlarinin elde edilmesinde

yag fazi olarak siklikla kullanilmaktadir (Dixit vd., 2008; Zhao vd., 2013; Mili vd. 2021).

Gorsel 1.3. Susam (Sesamum indicum L.) tohumlart.
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2. YONTEM

2.1. Kullamlan Kimyasallar
Etanol (Merck)
Metanol (Merck)
Nordihidroguairatik asit (Aldrich)
Span 80 (Merck)
Askorbik asit (Sigma)
NazHPO4 (Fluka)
Donepezil (Sigma)
Biitiriil kolinesteraz (Sigma)
Asetiltiyokolin (ATC, Fluka)
Biitiriltiyokolin (BTC, Fluka)

DMSO (Merck)

n-Hegzan (Sigma Aldrich)
Tween 20 (Sigma)
Linoleik asit (Sigma)
Lipoksijenaz (Fluka)
NaH2PO4 (Fluka)

NaOH (Merck)

Asetil kolinesteraz (Sigma)
Galantamin (Sigma)

Takrin (Sigma)

1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH, Aldrich) HCI (Merck)
BFs (Boron triflorid) (Merck) Helyum (Merck)
Metilen mavisi (Sigma-Aldrich) Sudan kirmizist (Sigma-Aldrich)

5,5’-Ditiyobis-(2-nitrobenzoik asit) (DTNB, Sigma)

2.2. Kullamlan Cihazlar
Hassas terazi (Radwag, UK) Vorteks (Tka Genius 3)

Peristaltik pompa (Cleaver Scientific, UK) Viskozimetre (Brookfield)

Coklu manyetik karigtirict (Ika® Werke)

Mikroplaka okuyucu (BioTek Synergy H1)

Mikroplaka okuyucu (BioTek PowerWave XS)

Zetasizer Nano-ZS (Malvern Instruments, UK)

pH metre (Heidolph, Germany)

Mikrosantrifiij (Labnet 24D)

Ultra Derin Dondurucu, (New Brunswick Scientific)

Gaz-Kromatografisi/Kiitle Spektrometresi, (Agilent 5975 GC/MSD)

Otomatik ve multikanal pipetor seti, (Brand ve Eppendorf)

UV-visible spektrofotometre (Shimadzu, UV-PharmaSpec 1700)

Refraktometre (Kriiss, Germany)

Gecirimli Elektron Mikroskobu (TEM, Hitachi HT 7800)
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2.3. Emiilsiyonlarin Elde Edilmesinde Kullanilan Yaglar

Farmakope kalitesinde Rosmarinus officinalis (Biberiye) (Caelo) ve Coriandrum
sativum (Kisnis) (Frey&Lau) ugucu yaglari ticari kaynaklardan temin edilerek kaliteleri
GK-AID ve GK/KS yontemleriyle dogrulanmistir. Bu ugucu yaglarmm Avrupa
Farmakopesi verileri EK 1°de verilmistir. Ugucu yaglarin yaninda oleik asit (>%99, TCI-
Tokyo Chemical Industry) ve Sesami oleum (Susam yagi) (Sigma Aldrich) da

emiilsiyonlarin elde edilmesinde denenmistir.

2.4. Ucucu Yag Bilesenlerinin Analizi
2.4.1.Gaz kromatografisi (GK)/Alev iyonizasyon dedektorii (AID)

Fitokimyasal bilesenlerinin rolatif ylizdesi GK ile belirlenmistir. Bu amacgla Agilent
6890N GK sistemi, HP-Innowax (60 m x 0,25 mm @, 0,25 um film kalinlig1) polar kolon
ve tastyici gaz olarak helyum (0,8 mL/dk akis hiz1) kullanilmigtir. Calismada enjeksiyon
portu sicaklig1 250°C°dir ve 300°C’de AID kullanilmistir (Demirci vd., 2018).

2.4.2. Gaz kromatografisi/Kiitle spektrometresi (GK/KS)

Ugucu bilesenlerin kiitle spektrumlarinin belirlenmesi i¢in GK/KS kullanilmistir.
Calismada, Agilent 5975 GK/KS sistemi, HP-Innowax (60 m x 0,25 mm @, 0,25 pm film
kalinlig1) polar kolon ve tastyici gaz olarak helyum (0,8 mL/dk akis hiz1) kullanilmistir.
Enjeksiyon portu sicakligi ise 250°C’dir. 70 eV elektron enerjisi ile 35-450 m/z kiitle
araligindaki maddelerin analizleri gercgeklestirilmistir. 60°C’de 10 dk, 4°C/dk artisla
220°C’ye, 22 °C’de 10 dk, 1°C /dk artigla 240°C’ye yiikselen toplam 80 dakikalik sicaklik
programi1 uygulanmistir. Degerlendirme islemlerinde “Baser Ugucu Yag Bilesenleri
Kiitliiphanesi” ve Wiley GK/KS, Adams ve MassFinder 3.0 Kiitiiphane Tarama
Yazilimlar1 kullanilmistir (Demirci vd., 2018; McLafferty ve Stauffer, 1989; Hochmuth,
2008).

2.4.3. Susam yagimin metillenmesi

Susam yaginin igerdigi yag asitlerinin metil esteri formunda GK ve GK/KS ile
analiz edilebilmesi i¢in metilleme islemi yapilmistir. Bunun i¢in 6ncelikle 0,20 g sabit
yag 250 mL’lik balona tartilmis ve {izerine 5 mL 0,5 N metanollii NaOH ilave edilmistir.

Igerisine kaynama tasi atilarak 10 dakika boyunca kaynatilmistir. Kaynama bittikten
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sonra balon alinarak {izerine 5 mL boron triflorid (BF3) / MeOH ilave edilerek 2 dakika
daha kaynatilmistir. Daha sonra iizerine 5 mL n-hekzan ilave edilerek 1 dakika daha
kaynatilmistir. Kaynama bittikten sonra balon sogutulup igerisindeki karigim 25 mL’lik
balon jojeye aktarilmistir. Doymus tuz ¢ozeltisinden balona azar azar ilave edilerek 25
mL’ye tamamlanmistir. Balon jojenin agzi kapatilarak 15 kez ters diiz edilip islem
sonunda faz ayriminin gergeklesmesi beklenmis ve en listteki faz alinarak GK ve GK-KS

analizleri yapilmistir (Azcan vd., 2004).

2.5. Yaglarin Coziiniirliigii

Emiilsiyonlarin elde edilmesinden dnce; biberiye ve kisnis ucucu yaglari, susam
yagi ve oleik asitin siirfaktan maddeler (Tween 20 ve Span 80) igindeki ¢oziniirliigi
denenmistir. Bunun i¢in siirfaktan madde ile yag oranlar1 9:1, 8:2 ve 7:3 (a:a) olacak
sekilde birlestirilmigtir. 48 saat oda sicakliginda bekletilen yag-siirfaktan madde

karisimlar1 faz ayrimi olup olmamasi agisindan incelenmistir.

Emiilsiyonlarin hazirlanmasinda su fazi olarak ve analizler 6ncesindeki seyreltme

islemlerinde 0,1 M ve pH 6.0 sodyum fosfat (NazHPO,) tamponu kullanilmistir.

2.6. Emiilsiyonlarin Su Titrasyonu Yontemi ile Elde Edilmesi

Yaglarin emiilsiyonlarinin  hazirlanmas: i¢in kendiliginden emiilsiyonlagma
yontemi olan “su titrasyonu yontemi” kullanilmistir (McClements ve Dungan 1993).
Yag:siirfaktan oranlari 1:9, 2:8 ve 3:7 (a:a) olacak sekilde Tablo 2.1, 2.2 ve 2.3’te verilen
miktarlarda tartilmistir. Sonugta elde edilen Gorsel 2.1°deki karisimlar ¢oklu manyetik
karistirict tizerinde 1 cm boyutunda manyetik balik kullanilarak 15 dk 840 rpm’de
karistirtlmistir. Karistirma devam ederken su fazi olarak kullanilan sodyum fosfat
tamponu (pH: 6.0) peristaltik pompa ile dakikada 0,8 mL karigimlar iizerine
damlatilmistir. 1°den 10’a kadar numaralandirilan formiilasyonlara sirasiyla 0-15-30-45-
60-75-90-105-120 ve 135 sn su faz1 eklenmistir. Su fazinin eklenmesinden sonra 30 dk
daha karistirma islemine devam edilmistir. Yogunlasan ve jel halinde olan
formiilasyonlar voktekslenerek karistirma islemine katki saglanmistir. Kapaklar
kapatilarak 48 saat oda sicakliginda (~25°C) bekletilen formiilasyonlarin
goriiniislerindeki degisiklikler kaydedilmistir.
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Tablo 2.1. 1:9 (a:a) oraminda yag:siirfaktan igeren emiilsiyonlardaki yag, siirfaktan ve su miktarlart.

Yag:siirfaktan (1:9) Siirfaktan(mg) % Yag(mg) % Su(mg) %

1 1.8 90 0.2 10 0 0
2 1.62 81 0.18 9 0.2 10
3 1.44 72 0.16 8 0.4 20
4 1.26 63 0.14 7 0.6 30
5 1.08 54 0.12 6 0.8 40
6 0.90 45 0.10 5 1.0 50
7 0.72 36 0.08 4 1.2 60
8 0.54 27 0.06 3 1.4 70
9 0.36 18 0.04 2 1.6 80
10 0.18 9 0.02 1 1.8 90

Tablo 2.2. 2:8 (a:a) oraminda yag:siirfaktan i¢eren emiilsiyonlardaki yag, siirfaktan ve su miktarlart.

Yag:siirfaktan (2:8) Siirfaktan (mg) % Yag(mg) % Su(mg) %

1 1.60 80 0.4 20 0 0
2 1.44 72 0.36 18 0.2 10
3 1.28 64 0.32 16 0.4 20
4 1.12 56 0.28 14 0.6 30
5 0.96 48 0.24 12 0.8 40
6 0.80 40 0.20 10 1.0 50
7 0.64 32 0.16 8 1.2 60
8 0.48 24 0.12 6 1.4 70
9 0.32 16 0.08 4 1.6 80
10 0.16 8 0.04 2 1.8 90

Tablo 2.3. 3:7 (a:a) oraninda yag:siirfaktan igeren emiilsiyonlardaki yag, siirfaktan ve su miktarlar.

Yag:siirfaktan (3:7)  Siirfaktan(mg) % Yag(mg) % Su(mg) %

1 1.40 70 0.6 30 0 0
2 1.26 63 0.54 27 0.2 10
3 1.12 56 0.48 24 0.4 20
4 0.98 49 0.42 21 0.6 30
5 0.84 42 0.36 18 0.8 40
6 0.70 35 0.30 15 1.0 50
7 0.56 28 0.24 12 1.2 60
8 0.42 21 0.18 9 14 70
9 0.28 14 0.12 6 1.6 80
10 0.14 7 0.06 3 1.8 90

2.7.  Hizlandirilmis Stabilite Calismalar:

2.7.1. Emiilsiyonlarin santrifiij edilmesi

48 saat oda sicakliginda degismeden kalan seffaf emiilsiyonlar 3500 rpm’de 30 dk
santrifiijlenerek mekanik dayanikliliklar1 kaydedilmistir. Bu sekilde, emiilsiyonlarin
santrifiij sonrasinda faz ayrimi ve kremalagsma gbzlenmeyen stabil emiilsiyonlar
termodinamik stabilite ¢alismalar1 kapsaminda dondurma-¢ozdiirme ve isitma-sogutma

testleri uygulanmigtir (Sugumar vd., 2014-1; Badawy vd., 2018).
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Santrifiijleme testinden gegen emiilsiyonlar sodyum fosfat tamponu ile 1/100 (h/h)
seyreltilerek  goriiniislerindeki  degisiklikler kaydedilmistir. Daha sonra stabil
emiilsiyonlarin bulaniklik, damlacik boyutu, PDI, zeta potansiyel degerleri 6l¢iilmiistiir.
Hizlandirilmis stabilite testlerinden gegen emiilsiyonlarin da 1/100 (h/h) seyreltilmis
cozeltileri hazirlanarak ayn1 sekilde morfolojik analizleri yapilarak bulaniklik, damlacik

boyutu, PDI, zeta potansiyel degerleri dl¢iilmiistiir.

2.7.2. Dondurma-¢ozdiirme stabilitesi

Bu test, nanoemiilsiyon formiilasyonlarmin hizlandirilmig stabilitesinin
belirlenmesi i¢in gergeklestirilmistir. Santrifiijleme asamasindan ge¢en formiilasyonlar, -
18°C ve 25°C’de her sicaklikta en az 48 saat olacak sekilde ve sirasiyla 2 dongii
bekletilmistir. Bu asamay1 herhangi bir degisiklik olmadan gegen formiilasyonlar 1sitma-

sogutma testi uygulanmistir (Sugumar vd., 2014-1; Badawy vd., 2018).

2.7.3. Isitma-sogutma stabilitesi

Dondurma-¢6zdiirme asamasini gegen stabil emiilsiyon formiilasyonlar1 6ncelikle
30 dk 40°C’deki su banyosunda bekletilmistir. Oda sicakligina gelen emiilsiyonlar
4°C’de en az 48 saat bekletilmistir. Emiilsiyonlar bu sekilde 40°C ve 4°C’de 2 dongii
bekletilmistir. Isitma-sogutma testinden de gecen emiilsiyon formiilasyonlarinin
bulaniklik, damlacik boyutu, PDI ve zeta potansiyel degerleri 6l¢iilmiistiir (Sugumar vd.,
2014-1; Badawy vd., 2018).

2.8.  Emiilsiyonlarin Fizikokimyasal Ozelliklerinin Belirlenmesi

2.8.1. Emiilsiyonlarin dis goriiniisleri

48 saat oda sicakliginda bekletilen formiilasyonlar faz ayrimi, kremalasma ve
bulaniklik olup olmamasi agisindan degerlendirilmistir. Degisiklik gozlenmeyen seffaf
emiilsiyonlara bir sonraki asama olan santrifiijleme ile mekanik dayaniklilik testi
yapilmistir. Gorsel 2.1°de yag:siirfaktan karigimlarinin karistirma oncesi goriintiileri ve

Gorsel 2.2°de emiilsiyonlarin goriiniimleri verilmistir.
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Gorsel 2.2. Yag damlacigi boyutu ve konsantrasyonu ile emiilsiyon gériintimlerinin degisimi (sodan saga

dogru, seffaf, yari seffaf, bulanik ve siit gériiniimlii emiilsiyon).

2.8.2. Emiilsiyonlarin bulanikhik analizi

Emiilsiyonlar 1/100 seyreltilerek 600 nm’de kore karsi (tampon ¢ozelti) UV-
visible spektrofotometre kullanilarak bulaniklik 6zellikleri 6l¢iilmiistiir. Seyreltildiginde
seffaflik Ozelligi degisen emiilsiyonlarin damlacik boyutlar1 da degisime ugradigi
bilindigi i¢in bu formiilasyonlarla ¢alismaya devam edilmemistir (McClements ve Rao,
2011; McClements ve Dungan, 1993; Prince, 1977).
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2.8.3. Emiilsiyon tipinin belirlenmesi

Emiilsiyon tipi (Y/S veya S/Y), yagda ¢6ziiniir bir boya (Sudan Kirmizisi) ve suda
¢Oziinlir bir boya (Metilen Mavisi) kullanilarak belirlenmistir. Bunun i¢in emiilsiyon
numunelerine iki damla Sudan Kirmizisi veya Metilen Mavisi damlatilmistir (Zhao vd.,

2020).

2.8.4. Reolojik analiz (Viskozite él¢iimii)

Stabil oldugu tespit edilen emiilsiyonlarin viskoziteleri oda sicakliginda (25°C)
belirlenmistir. Reolojik analiz igin Brookfield koni-tabla reometresi kullaniimstir.

Koninin agis1 1,565° ve ¢ap1 1,2 cm’dir. Sonuglar Tablo 3.5’te verilmistir.

2.8.5. Damlacik boyutu ve polidispersite indeksinin belirlenmesi

Emiilsiyonlarin ortalama damlacik boyutu ve PDI, dinamik 151k sagilimi teknigi ile
Zetasizer Nano-ZS (Malvern Instruments, UK) sistemi kullanilarak belirlenmistir
(McClements ve Dungan, 1993; Sugumar vd., 2014-1). Emiilsiyonlarin kirtlma indisleri
refraktometre (Kriiss, Germany) ile Olciilerek damlacik boyutu belirlenmesinde
kullanilmistir. Tim Olglimler 3 tekrarli olarak gerceklestirilmistir. Zeta boyut

analizlerinin spektrumlar1 EK 3’te verimistir.

2.8.6. Gegirimli elektron mikroskobu (TEM) analizi

Hizlandirilmis stabilite testleri sonucunda stabil oldugu belirlenen kisnis ugucu yagi
nanoemiilsiyonunun morfolojisi, gegirimli elektron mikroskobu (TEM) ile belirlenmistir.
Bunun i¢in, nanoemiilsiyon, distile su ile uygun sekilde seyreltildikten sonra karbon kapli
bakir 1zgara iizerine adsorbe edilmistir. Nanoemiilsiyon morfolojisi, 100 kV'lik bir
voltajda TEM kullanilarak incelenerek fotograflanmistir. Kisnis ugucu yagi igeren K2-4

formiilasyonundaki damlaciklarin goriintiileri Gorsel 3.16’da verilmistir.
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2.9. Biyolojik Aktivite Calismalari
2.9.1. In vitro anti-enflamatuvar aktivitenin belirlenmesi: 5-Lipoksijenaz (LOX)

enzim aktivitesi inhibisyonu

Lipoksijenaz (1.13.11.12, Tip I-B, 7,9 Unite/mg) enzim aktivitesi inhibisyon
diizeylerinin belirlenmesi 96 kuyucuklu kuartz plakada spektrofotometrik olarak
gerceklestirilmistir (Tappel, 1962; Baylac ve Racine, 2003). 1,94 mL potasyum fosfat
tamponu (100 mM; pH: 8,80), 40 uL, 10 mg/mL konsantrasyondaki test maddeleri ve 20
uL lipoksijenaz enzimi karistirilarak 25°C’de 10 dakika inkiibe edilmistir. Bu karigimin
300 uL’si her kuyucuga eklenmistir. Ardindan 7,5 pL substrat (linoleik asit) ilave
edilerek 20 sn calkalanmistir. 10 dakikadaki absorbans degisimi 234 nm’de Sl¢iilmiistiir.
Denemeler 4 tekrarli olarak gergeklestirilmistir ve sonuglar Tablo 3.6°da yiizde (%)
inhibisyon olarak verilmistir. Nordihidroguairatik asit (NDGA) pozitif kontrol olarak

kullanilmistir.
% inhibisyon = (E- S) /E x 100 (2.1)

E: numunenin eklenmedigi enzim absorbansi
S: numunenin eklendigi enzim absorbansi

2.9.2. Invitro antikolinesteraz aktivitenin belirlenmesi: Asetilkolinesteraz-AchE ve

butirilkolinesteraz-B¢chE inhibisyonu

AChE (Tip-VI-S, EC 3.1.1.7) ve BChE (EC 3.1.1.8) enzim aktivitesindeki
inhibisyonun belirlenmesi Elmann ve digerlerinin (1961) yontemine goére yapilmistir
(Ellman vd. 1961). Test islemine baglamadan once biitiin ¢6zeltiler 25°C’ye getirilmistir.
Bunun i¢in 140 pL fosfat tamponu (pH: 8,0, 0,1 M), 20 pL konsantrasyonu ayarlanmis
numuneler ve 20 pL enzim ¢ozeltisi (%]1°lik jelatinde hazirlanmig AchE/BchE) 96
kuyucuklu plaklarda hazirlanmistir. Birinci test ¢ozeltisi; 70 pL fosfat tamponu, 20 pL
enzim ¢ozeltisi (2,5 U/mL) ve 20 uL DTNB (5,5’-Ditiyobis-(2-nitrobenzoik asit))
cozeltisi (0,01 M), ikinci ¢ozelti ise; 70 pL fosfat tamponu ve 10 pL
asetiltiyokolin/biitiriltiyokolin (ATC/BTC) ¢ozeltisi (0,075 M) icerecek sekilde
hazirlanmistir. Oncelikle birinci test ¢dzeltisi ve farkli konsantrasyonlardaki inhibitor
bilesigi ¢ozeltileri kuyucuklara eklenmistir. 5 dk karismalar1 saglanarak 25°C’de 15 dk
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda ikinci test ¢ozeltisi her bir
kuyucuga 80 uL olacak sekilde ilave edilmistir. Tkinci test ¢ozeltisi eklendikten sonra 30

sn’lik hizli bir karistirma islemi yapilmistir. Daha sonra 412 nm’de birinci absorbans
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okumasi gergeklestirilmistir. Mikroplakalar, reaksiyonun siirmesi i¢in 5 dk daha
karismaya birakilmistir ve bu siire sonunda ise ikinci absorbans okumasi yapilmstir. iki
okuma arasindaki absorbans farklari alinarak asagidaki formiile gore yiizde (%)

inhibisyon oranlar1 hesaplanmistir:

Co Abs.(Kontrol)—Abs.(Kér)]-[Abs.(N )—Abs.(Kor)

Kér: Inhibitér bilesik ve substratin eklenmedigi kuyucuk
Kontrol: Sadece inhibitor bilesigin eklenmedigi kuyucuk
Abs.: Absorbans (412 nm)
Numune: Inhibitér madde

Galantamin, takrin ve donepezil standart madde olarak kullanilmistir. Calismalar 4

tekrarli olarak gergeklestirilmistir ve sonuglar % inhibisyon olarak Tablo 3.8’de

verilmigtir.

51



3. BULGULAR VE YORUM
3.1. Ucucu ve Sabit Yag Bilesenlerinin Analiz Sonuglari

Bu tez c¢alismasinda hammadde olarak kullanilan C. sativum L. (Kisnis), R.
officinalis L. (Biberiye) ugucu yaglari, S. indicum L. (Susam) yag1 ve oleik asit ticari
kaynaklardan temin edilmistir. Ugucu yaglarin dogrudan ve susam yagmin metilleme
sonrasinda ugucu bilesenlerinin analizi ve teyitleri GK-AID ve GK/KS ydntemleriyle

gergeklestirilmistir.

3.1.1. Coriandrum sativum (Kisnis) ucucu yagimin fitokimyasal bilesenleri

Bu calismada kullanilan kisnis ugucu yaginda %74,9 oraninda linalol tespit
edilmistir. Kisnis ucucu yagmin GK-AID ve GK/KS ile belirlenen fitokimyasal
bilesenlerinin rolatif yiizdesi (%) ve Avrupa Farmakopesi’nde belirtilen referans degerler
Tablo 3.1°de verilmistir ve karsilagtirllmistir. Avrupa Farmakopesine gore C. sativum L.
meyvelerinden ugucu yag (Coriandri aetheroleum) buhar distilasyonu yontemi ile elde
edilmelidir, kisnis ucucu yagi %65-78 araliginda linalol ana bileseni i¢ermelidir
(PhEur9.0). C. sativum ugucu yaginda koriandrol olarak bilinen (S)-(+)-linalol bulunur.
(R)-(-)-linalol odunsu ve lavanta benzeri kokuya sahipken (S)-(+)-linalol tatli ve gigeksi
benzeri kokuya sahiptir (Sugawara vd., 1998; Oliver, 2003).

Milica ve digerlerinin (2016) ¢alismasinda kisnis ugucu yaginin kalitesinin genotip
ve ¢evresel kosullara bagli olarak degistigi bildirilmistir. Bunun yaninda, kisnis meyvesi
ucucu yaginin ana bileseninin, %37,65- %79,9 araliginda bir monoterpen alkol olan
linalol oldugu tespit edilmistir. Orav ve digerlerinin (2011) ¢alismasinda ise farkli
iilkelerden kisnis tohumlarinin ugucu yaginin verimi ve bilesimi arastirilmis ve Avrupa
Farmakopesi standartlari ile karsilastirilmistir. Buna gore, 17 kisnis ugucu yaginin sadece
10 tanesinin Avrupa Farmakopesi’nde istenilen linalol (%65-78) igerigine sahip oldugu

gosterilmistir.

Bizim c¢alismamizda da linalol ve diger bilesenler farmakopedeki degerlerle
karsilastirildiginda c¢alismada kullanilan kisnis ugucu yagimin Avrupa Farmakopesi

kalitesinde oldugu teyit edilmistir.
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Tablo 3.1. Kisnis u¢ucu yagimn GK-AID ve GK/KS sonuglari.

PhEuUr9.0
RRI Bilesen % referans
degerler %
1014  trisiklen e
1032  a-pinen 4,6 3,0-7,0
1076 kamfen 0,9
1118 p-pinen 0,3
1132 sabinen e
1174 mirsen 0,9
1203 limonen 2,2 1,5-5,0
1218 p-fellandren 0,1
1255 y-terpinen 4,4 1,5-8,0
1280 p-simen 0,8 0,5-4,0
1290 terpinolen 0,6
1532  kafur 4,5 3,0-6,0
1553 linalol 74,9  65,0-78,0
1612 p-karyofilen e
1611 terpinen-4-ol 0,1
trans-pinokarvil asetat 0,1
1706 a-terpineol 0,3 0,1-15
1719 borneol 0,1
1795 geranil asetat 3,4 0,5-4,0
geraniol 1,6 0,5-3,0
Toplam 99,8

e: eser miktarda

3.1.2. Rosmarinus officinalis (Biberiye) u¢ucu yagimn fitokimyasal bilesenleri

Bu tez ¢alismasinda kullamlan R. officinalis (biberiye) ugucu yagmin GK-AID ve
GKJ/KS analiz sonuglart Avrupa Farmakopesi ile karsilastirilarak Tablo 3.2°de verilmistir
ve bu ugucu yagda %44,1 1,8-sineol, %12,2 kafur, %10 a-pinen ve %7,7 S-pinen tespit
edilmistir. Avrupa Farmakopesine gére R. officinalis ugucu yagi, bitkinin ¢igekli toprak
tistii kisimlarindan buhar distilasyonu ile elde edilmelidir. Buna gore Fas-Tunus tipi
biberiye ugucu yagi %38-55 1,8-sineol, %5-15 kafur, %9-14 a-pinen ve %4-9 S-pinen
bilesenlerini icermelidir (PhEur9.0).

Tablo 3.2. Biberiye ucucu yagimn GK-AID ve GK/KS sonuglari.

PhEuUr9.0
RRI Bilesen % referans
degerler %

1014 trisiklen 0,2

1032 a-pinen 10,0 9,0-14,0
1035 a-tuen 0,4

1076 kamfen 4,3 2,5-6,0
1118 p-pinen 7,7 4,0-9,0
1174 mirsen 1,4 1,0-20

53



Tablo 3.2. (Devam) Biberiye ugucu yaginin GK-AID ve GK/KS sonuglar

PhEuUr9.0
RRI  Bilesen % referans
degerler %

1176 o-fellandren e

1188 a-terpinen 0,3

1203 limonen 22 1540

1213 1,8-sineol 44,1 38,0-55,0

1255 y-terpinen 1,0

1280 p-simen 1,2 0,8-25

1290 terpinolen 0,3

1497 a-kopaen 0,2

1532  kafur 12,2 5,0-15,0

1553 linalol 0,7

1590 bornil asetat 1,3 0,1-15

1612 p-karyofilen 4,9

1611 terpinen-4-ol 0,4
a-humulen 0,4
oJ-terpineol 0,2

1704 y-murolen 0,2

1706 a-terpineol 23  1,0-2,6

1719 borneol 35 15-50
1773 J-kadinen 0,2
Toplam 99,6

e: eser miktarda

Baydar ve digerlerinin (2009) ¢alismasinda Haziran-Eyliil aylarinda hasat edilen
biberiye yapraklarinin ugucu yaglarinin kimyasal bilesimleri tespit edilmistir. Buna gore,
biberiye ugucu yaginin 14 bilesigi tanimlanmistir ve ana bilesenleri kafur (%14,77-
31,12), 1,8-sineol (%7,7-26,18), a-pinen (%3,53-9,75) ve borneol (5,07-13,03) olarak
bulunmustur. Miraldi ve digerlerinin (2010) yapmis oldugu ¢alismada farkli bolgelerden
temin edilen 8 biberiye ucucu yag: izole edilmistir. Sonuglara gore, ugucu yaglarin ana
bilesenleri 1,8-sineol (%37,11-60,28) ve kafur (%6,89-27,72) olarak tespit edilmistir.
Ayrica, a- ve f-pinen (%3,25-18,81), limonen ve karyofillen (%0-10,41) miktarlarinda

onemli degisiklikler olmustur.

Calismamizdaki bilesenler farmakopedeki referans degerlerle karsilastirildiginda
kullanilan biberiye u¢ucu yaginin Avrupa Farmakopesi kalitesine uygun oldugu teyit

edilmistir.

3.1.3. Sesamum indicum (susam) yagimin fitokimyasal bilesenleri

Bu tez ¢alismasinda kullanilan susam yaginin metilleme isleminden sonra kimyasal

bilesenleri GK-AID ve GK/KS yontemleriyle tespit edilmistir. Tablo 3.3’te susam
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yaginin igerdigi bilesenler verilmistir. Buna gore, susam yaginin icerdigi temel bilesenler

%41,1 oleik asit ve %42,8 linoleik asit olarak belirlenmistir.

Tablo 3.3. Susam yag bilesimi ve literatiir ile karsilastirilmast.

Bilesen % Anilakumar  Were vd., Yermanos Xing vd.,
vd., 2010 2006 vd., 1972 2019

Palmitik asit 8,2 11,7 7,2-9,7 8,3-10,9 9,58-10,9

Palmitoleik asit e 0,10-0,18

Stearik asit 4,4 5,2 3,8-5,6 3,4-6 6,41-7,1

Oleik asit 41,1 41,4 31,642 32,7-53,9 35,88-42,83

Elaidik asit 15

Linoleik asit 42,8 39,4 42,9-54,0 39,3-59 38,70-44,32

11,14-Eikosatrienoik asit 0,8

Eikosanoik asit 1,2 0,2-0,29
Toplam 100

e: eser miktarda

Kaynaklara gore; susam yagi, palmitik, stearik, oleik ve linoleik asit olmak tizere
dort ana yag asidi icermektedir. Bilesimde bulunan oleik ve linoleik asit, benzer oranlarda
toplam yag asitlerinin yaklasik %85'ini olusturmaktadir (Pusadkar vd., 2015). Carvalho
ve digerlerinin (2012) ¢alismasinda, susam yaginin elde edilmesi igin farkli ekstraksiyon
teknikleri (Soxhlet ve Solid-phase extraction, SPE) ve farkli ¢oziiciiler kullanilmistir.
Susam yagindaki ana bilesenleri tiim ekstrelerde oleik ve linoleik asidi olmustur. Bu
calismada, farkli organik ¢oziiciilerin kullanilmasinin, verimi ve yag asidi bilesimini
degistirdigi gosterilmistir. Tablo 3.3’te farkli kaynakli susam yaglarinin yag asidi
kompozisyonu bu tezde kullanilan susam yag ile karsilastirilmistir. Buna gore temel
bilesenler olan oleik asit ve linoleik asit yiizdeleri literatiirde verilen degerlerle uyumlu

oldugu tespit edilmistir.

3.2. Yaglarn Siirfaktandaki Coziiniirligii

Calisma kapsaminda ugucu yag emiilsiyonlarinin elde edilmesinde siirfaktan madde
olarak oncelikle Tween 20 kullanilmistir. Susam yagi emiilsiyonlarinin Tween 20 ile
basarisiz sonuglar vermesi nedeniyle 1:1 oraninda Tween 20:Span 80 denemeleri
yapilmistir. Coziiniirlik denemeleri icin yag ile stirfaktan madde oranlar1 1:9, 2:8 ve 3:7
olacak sekilde birlestirilmistir. 48 saat bekletildikten sonra faz ayrimi olup olmamasi
acisindan incelenmis, elde edilen sonuglar Tablo 3.4’de verilmistir. Buna gore susam yagi

hari¢ biberiye ve kisnis ugucu yaglar1 ve oleik asit Tween 20’de 1:9, 2:8 ve 3:7
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oranlarinda ¢oziinmiistiir. Susam yagi 1:1 oranindaki Tween 20:Span 80 siirfaktan

karisiminda 1:9, 2:8 ve 3:7 oranlarinda basaril1 bir sekilde ¢oziinmiistiir.

Tablo 3.4. Yaglarin siirfaktan maddelerdeki oransal ¢oziiniirliikleri.

Yag:siirfaktan oranlar

Yag Tween 20:Span 80 1:9 2:8 3:7
Susam yagi 1:0 - - -
1:1 + + +
Biberiye yag 1:0 + + +
Kisnis yag1 1:0 + + +
Oleik asit 1:0 + + +

+ Faz ayrim1 yok (basarilr).
- Faz ayrimi var (basarisiz).

Bu ¢aligmada nispeten yiiksek oranda siirfaktan madde (1:9, 2:8 ve 3:7, a:a olan
yag:siirfaktan) kullanilmistir. Daha yiiksek miktarda siirfaktan madde, daha yiiksek
tiirbiilansa ve su fazina kars1 yliksek afiniteye neden olmaktadir; bu nedenle daha kiiciik
boyutta damlaciklar olusmaktadir (Chang vd., 2013). Kendiliginden emiilsifikasyon
mekanizmasinda, nanoemiilsiyon olusumu igin organik faz ve su fazi arasinda karistirma

sirasinda yiiksek hiz nedeniyle ara ylizeyde tiirbiilans olusmaktadir (McClements ve Rao,
2011).

Halk arasinda SSS hastaliklarinda kullanildig1 bilinen biberiye ve kisnis ugucu
yaglarimin ve karigimlarinin nanoemiilsiyon formiilasyonlarinin elde edilmesi bu tez
calismasinin ilk asamasini olusturmaktadir. Glincel kaynaklarda biberiye ve kisnis ugucu
yaglarinin santral sinir sistemi hedefli nanoemiilsiyon formiilasyonlarinin hazirlanmasina

ve biyolojik aktivitelerinin test edilmesine bilgimiz dahilinde rastlanmamustir.

3.3. Emiilsiyonlarin Su Titrasyonu Yontemi ile Elde Edilmesi

Bu tez ¢alismasinda stabil emiilsiyonlarin elde edilmesi amaciyla yag ve siirfaktan
madde (Tween 20 ve Span 80) 15 dk boyunca 840 rpm’de karistirtlmistir. Karistirma
devam ederken, su faz1 damla damla eklenmistir ve 30 dk daha karigtirma devam etmistir.
Emiilsiyonlagma siirecindeki karistirma hizi olarak 600, 840 ve 1080 rpm i¢in 6n
denemeler yapilmistir. 600 rpm’de elde edilen yag ve siirfaktan verimli bir sekilde
karistirtlamamistir. 1080 rpm’de ise emiilsiyonlar koplirme gostermistir, bu nedenle en

uygun karistirma hizi olarak 840 rpm belirlenmstir.
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Literatiirdeki benzer ¢alismalarda da farkli karistirma hizlarinda emiilsiyonlar elde
edilmis ve stabiliteleri agisindan degerlendirilmistir. Genel olarak karistirma hizinin
artmasityla damlacik boyutlari kiigiilmiistiir. Ancak, karistirma hizinin ¢ok artmasi (>1000
rpm) ile stabilite sorunlar1 ve/veya damlacik boyutlarinda biiylime meydana gelmistir.
Kendiliginden emiilsiyonlasma yonteminde ara yiizeydeki tiirblilansin artmasi ile daha
kiiglik damlaciklar olustugu bildirilmistir. Ancak, bazi emiilsiyonlarda bu artisin yeni

olusan damlaciklarin birlesmesine neden oldugu tespit edilmistir (Barzegar vd., 2018).

Bagka bir ¢alismadaki bulgulara gore, intranazal kullanima yonelik emiilsiyonlarin
hazirlanmasinda su fazi olarak ve nanoemiilsiyonlarin Ol¢limler Oncesinde
seyreltilmelerinde fosfat tamponu (pH 6) kullanilmistir. Literatiirdeki bilgiler
dogrultusunda; nazal formiilasyonlar tahrisi 6nlemek, etkili bir emilim elde etmek ve
patojenik bakterilerin biiylimesini 6nlemek i¢in uygun pH degerde, yani pH: 4,5-6,5’te
tutulmalidir. Ayn1 sekilde nazal mukozanin ve verilen ilacin pH’mn1 sabit tutmak igin

sodyum fosfat, sodyum sitrat tamponlar1 kullanilabilecegi belirtilmistir (Thorat, 2016).

Tez calismasi kapsaminda su fazinin yag ve siirfaktan karigimina eklenmesinde
dakikada 0,8 mL damlatabilen peristaltik pompa kullanilmistir. Peristaltik pompa
sayesinde homojen damlaciklar elde edilerek, sabit karistirma ve damlatma hizinda
emiilsiyonlagsma siirecinde standardizasyon saglanmistir. Nanoemiilsiyon elde edilmesi
ile ilgili literatiir caligmalarmin ¢ogunda su titrasyonu; manuel damlalik veya enjektor
yardimiyla yapilmistir. Ancak, damlatma hizi, karigtirma ve sicaklik vb. faktorlerin
nanoemiilsiyonlarin damlacik boyutunda ve stabilitelerinde onemli faktorler oldugu
bilinmektedir (Tadros vd., 2004; McClements, 2005). Navayan ve digerlerinin (2017)
calismasinda uzun siire etkili ve giivenli sinek kovucu etkili okaliptiis ugucu yagi
mikroemiilsiyonlar1 elde etmeyi hedeflemislerdir. Ilgili calismada ugucu yag (%5, %10
ve %I15) Tween 80:Span 20 (1:1) ve kosilirfaktan olarak propilen glikol
(stirfaktan:kostirfaktan, 1:1 ve 2:1) karistirilarak su fazi titrasyonu ile faz diyagrami
olusturularak mikroemiilsiyonlar elde edilmistir. Sonugta olusan mikroemiilsiyonlarin
damlacik boyutlar1 16-66 nm araliginda ve iyi fiziksel stabilitede olduklar1 belirlenmistir.
Ancak ilgili ¢alismada, su fazinin titrasyon hizi ve karistirma hizi belirtilmemistir

(Navayan vd., 2017).

Bu tez calismasinda, tastyict yag olarak susam yagi ve oleik asit farkl yiizdelerde
Tween 20 ve Tween20:Span 80 (1:1) kullanilarak denenmistir. Ancak, santrifiije

dayanikliklik testinde ¢gogu karisim elenerek stabil emiilsiyon elde edilememistir. Sonug
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olarak; formiilasyonlarin nispeten yliksek oranda kisnis ugucu yagi igermesi ve siirfaktan
maddenin nanoemiilsiyonlagma siirecinde yagi tam olarak kaplayamamasi ve su oraninin
nispeten yetersiz kalmasinin instabiliteye neden oldugu diistiniilmektedir. Bu ¢alismada,
tasiyic1 yag kullanilmadan biberiye ve kisnis ugucu yagi emiilsiyonlari, Tween 20 ile
kendiliginden emiilsiyonlasma yontemi kullanilarak gergeklestirilmis, sonugta stabil

nanoemiilsiyon formiilasyonlari elde edilmistir.

Nanoemiilsiyonlarin eldesinde kullanilan “yag faz1” se¢imi bir¢cok caligmada
farklilik gostermektedir. Ugucu yaglar ile yapilan ¢alismalarda genellikle tasiyici bir yag
kullanilmamigtir. Bazi ¢aligmalarda ise orta zincirli trigliseritler (Medium chain
triglycerides, MCT), oleik asit vb. yag fazina eklenerek etken bilesenin ¢oziliniirliigiiniin
ve emiilsiyonun stabilitesinin artmasi saglanmistir (Chang vd., 2013; Duarte vd., 2015).
Kendiliginden emiilsiyonlasma yonteminde damlacik biiytikliigiine ve stabiliteye etki
eden mekanizmalar belirgin olmamast ile birlikte; yag fazi igerigi ve miktari, viskozite,
stirfaktan tlirii ve miktari, su faz1 miktari, karistirma hizi, araytlizey gerilimi gibi birgok

faktoriin etki ettigi bilinmektedir (McClements ve Rao, 2011; Gupta vd., 2016).

Bu tez calismasinda diisiik enerjili ve kendiliginden emiilsiyonlagsma yontemi olan
su titrasyonu kullanilmistir. Literatiirde ugucu yaglarin nanoemiilsifikasyonunda yiiksek
enerjili yontemlerin kullanildigi ¢alismalar da mevcuttur. Ghosh ve digerlerinin 2013
yilinda yapmis oldugu ¢alismada Cinnamomum zeylanicum ugucu yagi nanoemiilsiyonu
ultrasonik emiilsifikasyon ile elde edilmistir. Yayinlanmis ¢alismada, %6 yag, %18
Tween 80 ve %76 su fazi oranlarinda ayrica 30 dk sonikasyon siiresinde 65+0,12 nm
damlacik boyutunda (PDI: 0,1360,02) stabil nanoemiilsiyonlar elde edildigi
bildirilmistir (Ghosh vd., 2013-1). Ghosh ve digerlerinin (2013-3) baska bir ¢alismasinda,
Ocimum basilicum ugucu yagi:Tween 20 1:3 (h:h) oraninda kullanilarak ultrasonik
emiilsifikasyonla 30 nm ve 0,234 PDI degerinde Y/S nanoemiilsiyonu literatiirde yer
almaktadir. Sugumar ve digerlerinin (2014-2) yapmis oldugu ¢alismada ise okaliptiis
ucucu yagi nanoemiilsiyonu, yara iyilestirici amagli kullanima uygun formiile edilmistir.
Bunun i¢in %16,66 yag, %16,66 Tween 80 ve %66,68 su fazi kullanilmistir ve farkl
sonikasyon siirelerinde (0, 5, 10, 15, 20, 25 ve 30 dk) denenerek stabil nanoemiilsiyon
elde edilmistir. Baska bir ¢alismada (Saranya vd., 2012), okaliptiis ugucu yagi Tween 20
ve etanol kullanilarak yeni formiilasyonun antibakteriyel etkisi incelenmek iizere
ultrasonikasyon ile elde edilmistir. 6 farkli yag:Tween 20:etanol ve su oranlar ile

hazirlanan emiilsiyonlardan %25 oraninda yag, siirfaktan, etanol ve su igeren
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formiilasyon 20 nm damlacik boyutuyla daha stabil bulunmustur. Bu formiilasyon
termodinamik stabilite testlerinde basarili fiziksel stabilite gostermistir. Bunun yaninda
nanoemiilsiyon formiilasyonu okaliptiis ugucu yagimin antibakteriyel etkisinden daha
etkili bulunmustur. Ilgili ¢alismada, yiiksek enerjili bir yontem olan ultrasonikasyon
kullanilmistir (Saranya vd., 2012). Ancak, 1sinma sorunu ve ultrasonikatoriin ¢aligma hizi

g6z ard1 edilmigtir

Karvakrol nanoemiilsiyonunun kendiliginden emiilsiyonlasma yontemi ile formiile
edildigi bir ¢alismada (Chang vd., 2013); yag fazi1 (%10 karvakrol + MCT) ve siirfaktan
madde (%10 Tween 80), su faz1 (%80 sitrat tamponu) tizerine 2 mL/dk hizda damlatilarak
500 rpm’de karigtirllmistir. Bu yoOntemle, %25 karvakrol ve %75 MCT igeren
nanoemiilsiyon formiilasyonunda nispeten kii¢iik damlaciklar (55 nm) elde edilmistir.
Aragstiricilara gére bu formiilasyonlar iyi fiziksel stabilite ve yiiksek antimikrobiyal etki

gostermistir.

Barzegar ve digerlerinin (2018) yapmis oldugu ¢alismada, Mentha piperita ugucu
yag1 nanoemiilsiyonlar1 kendiliginden emiilsifikasyon yontemiyle hazirlanmistir. Bunun
icin yag ve siirfaktan madde 600 rpm’de karistirtlmistir ve bu karisim su fazinin {izerine
damla damla ilave edilerek karistirmaya devam edilmistir. Bu ¢alismada, siirfaktan
madde ¢esidi ve miktarinin, yag:siirfaktan orani ve karistirma hizinin damlacik boyutuna
olan etkisi incelenmistir. Tween 20, Tween 40 ve Tween 80 ile hazirlanan emiilsiyonlarin
ozellikleri karsilagtirilmistir. Sonugta, Tween 80 ile elde edilen nanoemiilsiyon en kiigiik
damlacik boyutunda (50 nm) oldugu belirlenmistir. Yag:siirfaktan oran1 %50°den %175°e
artarken damlacik boyutunun azaldigi tespit edilmistir. %175’den %?225’e artan
yag:siirfaktan oraninda ise damlacik boyutunda artma belirlenmistir. Karistirma hizi 500
rpm’den 900 rpm’e ¢ikarildiginda damlacik boyutunda azalma olmustur (Barzegar vd.,
2018). Her ne kadar bu caligmada kendiliginden emiilsifikasyon yontemi ile
nanoemiilsiyon elde edilmigse de yag ve siirfaktan madde karisiminin su fazi iizerine

dakikadaki damlatilma hiz1 belirsizdir.

Bu tez ¢aligsmasinda %44,1 oraninda 1,8-sineol, %12,2 kafur ve %10 a-pinen igeren
biberiye ucucu yag1 kullanilmistir. Bunun yaninda yag:Tween 20:su oranlarinin genis bir
aralikta secilmesiyle ve su faz1 damlatma hizinin 0,8 mL/dk olmasiyla daha kiiciik boyutta
damlaciklar igeren nanoemdiilsiyonlar elde edilebilmistir. Ayrica, nanoemiilsiyon
stabilitesi kapsaminda santrifiijleme, 1sitma-sogutma ve dondurma-¢ézdiirme testleri

gerceklestirilerek  nanoemiilsiyonlarin ~ hizlandirilmig  stabilitesi  belirlenmistir.
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hizlandirilmig stabilite testleri ile formiilasyonun raf émrii tahmin edilir veya alternatif
formiilasyonlarin goreceli stabilitesi karsilastirilabilir (Bajaj vd., 2012). Benzer bir
sekilde, Duarte ve digerlerinin (2015) yaptiklar1 ¢alismada ise 1,8-sineol (%44), kafur
(%16,1), p-mirsen (%11) ve a-pinen (%9,4)’i etken madde olarak igeren R. officinalis
ucucu yagmin Y/S nanoemiilsiyonu kendiliginden emiilsiyonlasma yontemi ile elde
edilmistir ve larvisidal aktivitesi agisindan degerlendirilmistir. ilgili calismada, %5 (a/a)
ucucu yag, %S5 (a/a) Tween 20 800 rpm’de 30 dk kanstirilmistir. Karistirma devam
ederken %90 (a/a) su faz1 3,5 mL/dk olacak sekilde yag fazinin iizerine damlatilmistir ve
60 dk daha karistirmaya devam edilmistir. Oda sicaklifinda saklanan nanoemiilsiyon
formiilasyonu 1, 7, 21 ve 30 giin sonra damlacik boyutlar1 ve stabiliteleri agisindan
degerlendirilmistir. Mavimsi bulaniklikta elde edilen nanoemiilsiyon formiilasyonunda
herhangi bir faz ayrimi veya kremalasma gézlenmemistir. 30 giin sonra alinan 6l¢iimlerde
200 nm’nin altinda ve diisiik PDI degerinde stabil nanoemiilsiyon elde edildigi
bildirilmigtir.

Bu tez calismada 1:9, 2:8 ve 3:7 (a:a) olan yag:siirfaktan oranlarinin her birinde su
miktar1 200’er pL arttirilarak bu konsantrasyonlarda su fazinin etkisi incelenmistir. Her
bir formiilasyonun icerdigi yag, siirfaktan ve su fazi yiizdesi ve yag konsantrasyonlari
detayli olarak “Materyal ve Metot” kismindaki Tablo 2.1, 2.2 ve 2.3’te verilmistir.
Formiilasyonlardan 1’den 10’a kadar numaralandirilan karisimlardan birincisine su fazi
eklenmemistir. 1. karigim sadece yag ve Tween 20 icermektedir; bu nedenle, yagin
siirfaktan madde igerisindeki ¢oziiniirliigii acisindan degerlendirilmistir. Literatiirde
belirtildigi gibi nanoemdiilsiyon formiilasyonlarinin elde edilmesinde eklenen su miktarina
bagli olarak damlacik boyutunda, emiilsiyon viskozitesinde, stabilitesinde ve

gortinlimiinde degisiklikler olabilmektedir (McClements, 2005; Grumezescu, 2016).

Bu calismada, formiilasyonlarin hazirlandiklandiktan sonraki goriiniimleri
(akiskan, yogun, jel, seffaf ve bulanik) ile ilgili bilgiler kaydedilmistir. Oda sicakliginda
bekletildikten 48 saat sonra goriiniimiinde degisiklik gozlenmeyen seffaf emiilsiyonlar
3500 rpm’de 30 dk santrifiijlenmistir. Literatiirdeki bilgilere gore, hizlandirilmis stabilite
caligmalar1 kapsaminda gerceklestirilen santrifiijleme ile emiilsiyonlarin mekanik
dayanikliliklar1 kisa siirede belirlenebilmektedir (Chime vd., 2014; Sugumar vd., 2014-
1).

Literatiirde belirtildigi iizere emiilsiyon sistemlerinin bulanikligi, yag

damlaciklarinin boyutuna ve konsantrasyonuna baglidir (McClements ve Dungan 1993;
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McClements, 2012; Chantrapornchai vd., 1998). Bunun yaninda, emiilsiyonlarin optik
ozellikleri ve goriiniisleri, seffaflik, yar1 seffaflik ve opaklik acisindan, emiilsiyonlarin
tiirbiditesini 6lgerek; nano- ve mikroemiilsiyon veya klasik emiilsiyon olup olmadiklarini
belirlemek i¢in kullanilabilecegini bildirilmistir (McClements ve Dungan, 1993; Prince,
1977). Literatiirdeki ¢alismalarda da termodinamik stabilite kapsaminda farkli hizlarda
santrifiijleme, dondurma ve 1sitma kullanilmigtir. Bu testler ile emiilsiyonlarin stress
kosullarindaki dayanikliklar1 kisa siire i¢inde test edilebilmektedir. Bazi calismalarda ise
emiilsiyonlarin kinetik stabilitesi belirli bir siire (3-4 ay) oda sicaklifinda saklanarak

belirlenmistir (Kale ve Deore, 2017).

Bu tez calismasinda, PDI<0,3 olan emiilsiyonlar stabilite ¢alismalarinda
kullanilmistir.  Bilindigi {izere, polidispersite indeksi, dagilimin kalitesini veya
homojenligini gdstermektedir. PDI degerinin 0,2’den kiiciik olmas1 dar boyut dagilimini
ve nispeten daha uzun siireli stabiliteyi gostermektedir ve literatiir tarafindan

desteklenmektedir (Sugumar vd., 2014-1; Kale ve Deore, 2017).

3.3.1.Coriandrum sativum (Kisnis) u¢ucu yag: emiilsiyonlari

Farmasoétik kalitede C. sativum ugucu yagi kullanilarak 27 farkli konsantrasyonda
emiilsiyon elde edilmistir. 1:9, 2:8 ve 3:8 (a:a) oranlarinda kisnis ugucu yagi:Tween 20
“Materyal ve Metot” kisminda verilen Tablo 2.1, 2.2 ve 2.3’de belirtilen miktarlarda

tartilarak karistirilmistir.

Elde edilen sonuglara gore, 1:9 (a:a) oraninda kisnis ugucu yagi:Tween 20 i¢eren
formiilsiyonlarda su fazinin artmasiyla emiilsiyonlarin akiskanligi ve seffaflig
degismistir. K1-2 ve K1-6 aras1 emiilsiyonlar yogun, K1-7 formiilasyonundan sonrasi
akigkandir. Bunun yaninda K1-2 ve K1-3 emiilsiyonu bulanik digerleri seffaftir (bkz.
Gorsel 3.1). K1 serisi emiilsiyonlarin santrifiijleme sonrasi gériinimlerinde herhangi bir
degisiklik (faz ayrimi, kremalagma vs.) olmamistir. Bu nedenle bu emiilsiyonlar 1/100
seyreltilerek absorbans, boyut ve PDI &lciimleri gerceklestirilmistir. PDI degerleri
0,3’den kiiclik olan nanoemiilsiyon formiilasyonlar1 K1-2, K1-3 ve K1-4 sirasiyla
11,45+0,54 nm, 95,30+31,57 nm ve 11,32+1,64 nm boyutlara ve -5,44+0,17, -5,60+0,495
ve -6,20+0,346 zeta potansiyel degerlerine sahiptirler. Bu ii¢ emiilsiyona, hizlandirilmis
stabilite testleri yapilmis ve faz ayrimi goriilmeyen sadece K1-4 formiilasyonu olarak
belirlenmistir. %63 Tween 20, %7 kisnis ucucu yagi ve %30 su fazi igeren K1-4

nanoemiilsiyonunun santrifiijleme, 1sitma sogutma ve dondurma c¢O6zme testleri
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sonrasinda Slciilen damlacik boyutu, PDI ve zeta potansiyel degeri sirasiyla 11,93+0,76
nm, 0,322+0,02 ve -3,26+0,06°dir. Buna gore K1-4’iin stabilite testlerinden 6nce ve sonra
damlacik boyutunda ve PDI degerinde bir degisim olmadig1 goriilmiistiir. EK 2°de K1
serisi emiilsiyonlarin 6l¢iim sonuglart ve EK 3’te zeta boyut analizinin spektrumlari

verilmigtir.

Kl-1 K12 KI-3 KIl4 K15 KIl6 K17 K18 K19 KI-10

Gorsel 3.1. Kisnis ucucu yagi:Tween 20 (1:9; a:a) iceren K1 serisi emiilsiyonlarin gortiniimleri.

Kisnis ugucu yagi ve Tween 20’nin 2:8 (a:a) oraninda karistirilarak
emiilsiyonlarinin elde edilmesi ile elde edilen sonuglar EK 2°de verilmistir. Buna gore,
K2 serisi emiilsiyonlardan sadece K2-2 formiilasyonu yogun ve bulanik goriiniimdeyken
digerleri akiskan ve seffaf goriiniimdedir (Gorsel 3.2). Santrifiijleme sonucunda sadece
K2-2’de faz ayrimi gozlenmistir. PDI degerleri 0,3’den kiiciik seffaf emiilsiyonlar (K2-3
ve K2-6 arasi) isitma-sogutma ve dondurma-¢ézme testlerine tabi tutulmustur. Bu
testlerin sonucunda faz ayrimi gdzlenmeyen emiilsiyonlarin damlacik boyutu ve PDI
degerleri Olctilmiistiir. Stabilite testleri dncesi ve sonrasinda damlacik boyutu degerleri
sirastyla K2-3 i¢in 31,67£9,27 nm ve 16,70+0,20 nm; K2-4 i¢in 10,74+0,23 nm ve
11,97+0,82 nm; K2-5 i¢in 11,86+0,47 nm ve 11,18+0,5685 nm; K2-6 i¢in 14,69+1,69 nm
ve 18,13+6,187 nm olarak kaydedilmistir. Stabilite testleri sonucunda K2-4 ve K2-5
formiilasyonu istenilen PDI (<0,3) degerlerindedir. Ancak, K2-3 ve K2-6’da damlacik
heterojenliginin arttif1 gozlenmistir. Stabil kalan nanoemiilsiyonlar K2-4 ve K2-5
sirastyla %14 ve %12 oraninda kisnis yag1 icermektedir. Bunun yaninda, K2-5’in PDI
degeri (0,196+0,030) K2-4’den (0,338+0,045) daha kiigiik 6l¢iilmiistiir. Bu nedenle K2-
5 nanoemiilsiyon formiilasyonunun 2:8 (a:a) oranindaki yag:siirfaktan madde igeren diger
formiilasyonlardan daha stabil ve homojen damlaciklar icerdigi sdylenebilir. EK 3’te, zeta

boyut analizinin detayli spektrumlar1 verilmistir.
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K2-1 K22 K23 K24 K25 K26 K27 K28 K29 K210

Gorsel 3.2. Kisnis ugucu yagi:Tween 20 (2:8; a:a) i¢eren K2 serisi emiilsiyonlarin goriiniimleri.

3:8 (a:a) oraninda kisnis ugucu yagr:Tween 20 igeren K3 serisi emiilsiyonlarin
goriinlimleri Gorsel 3.3’te ve karakterizasyon ve stabilite calismalari ile ilgili sonuglar
EK 2°de verilmistir. Buna gore, K3-2 bulanik, K3-6 - K3-10 aras1 bulanik ve siit
gorlinlimiindedir. Bu nedenle bu emiilsiyonlar elenerek ¢alismalara K3-3, K3-4 ve K3-5
formiilasyonlar1 ile devam edilmistir. 1/100 seyreltilen bu 3 emiilsiyondan K3-3’te
bulaniklasma olusmustur; yiiksek PDI degerinde (0,467+0,007) oldugu igin stabilite
testlerinde kullanilmamistir. K3-4 ve K3-5’in damlacik boyutlar1 dl¢iilmiistiir ve sirasiyla
14,44+0,18 ve 11,65£0,50 nm olarak kaydedilmistir. Isitma-sogutma, dondurma
¢ozdlirme ve santrifiijleme sonrast damlacik boyutlari ise K3-4 i¢in 120,5+1,115 nm ve
K3-5 icin 70,47+1,863 nm’dir. Damlacik boyutlarinin yiiksek olmasinin yani sira
nispeten yiiksek PDI degerleri de dl¢iilmiistiir. K3-5in damlacik boyutu spektrumunda
stabilite testleri oncesinde tek-dar pik ve stabilite testleri sonrasinda damlacik boyutunun
arttigina isaret eden iki ayr1 biiyikk pik gozlenmistir (EK 3). 3:7 (a:a) oraninda
yag:siirfaktan madde iceren K3 serisi emiilsiyonlardan stabil emiilsiyon formiilasyonu

elde edilememistir.

K31 K32 K33 K34 K35 K36 K37 K38 K39 K310

— B

Gorsel 3.3. Kisnis ucucu yagi:Tween 20 (3:7; a:a) iceren K3 serisi emiilsiyonlarin gériintimleri.

3.3.2. Rosmarinus officinalis (Biberiye) ucucu yagi emiilsiyonlari
Avrupa Farmakopesi kalitesinde R. officinalis ugucu yagi kullanilarak 27 farkli yag
konsantrasyonu i¢eren emiilsiyon elde edilmistir. 1:9, 2:8 ve 3:8 (a:a) oranlarinda biberiye

ucucu yagi:Tween 20 “Materyal ve Metot” kisminda verilen Tablo 2.1, 2.2 ve 2.3’teki
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miktarlarda tartilarak manyetik karigtiricida 840 rpm’de 15 dk karigtirilmistir.

Karigimlara su fazi eklenerek emiilsiyonlasmasi saglanmistir.

Sonug olarak, 1:9 (a:a) oraninda biberiye ugucu yagi:Tween 20 igeren R1 serisi 10
karisim hazirlanmistir. Bu karisimlara R1-1 harig, artan miktarlarda su fazi eklenmistir.
R1 serisi emiilsiyonlarin goriintimleri Gorsel 3.4°te verilmistir. Buna gore, R1-2
emiilsiyonunun yar1 seffaf goriiniimde oldugu acikga goriilmektedir. Ayrica, R1-2 ve R1-
5 arast emiilsiyonlar yogunken digerleri akiskandir. R1 serisi emiilsiyonlarin
santrifiijleme sonrasi goriintiilerinde herhangi bir degisiklik olmamistir. Bu nedenle
emiilsiyonlar 1/100 seyreltilerek karakterizasyon amaciyla absorbans, boyut ve PDIi
dlciimleri almmustir. PDI degerleri 0,3’den kiiciik olan nanoemiilsiyon formiilasyonlari
R1-2, R1-3 ve R1-5’dir (EK 2). Stabilite testleri sonrasinda, bu formiilasyonlardan R1-
2’de faz ayrimi gozlenmistir. R1-5 ise stabilite testleri sonrasinda yiiksek PDI degerinde
(0,409+0,085) 6l¢iilmiistiir. Sonugta sadece R1-3 formiilasyonu stabil bulunmustur. Buna
gore %8 biberiye ugucu yagi ve %20 su fazi iceren R1-3 nanoemiilsiyon
formiilasyonunun stabilite testlerinden Once ve sonra damlacik boyutu sirasiyla
28,39+13,30 ve 15,05+0,1986 nm olarak kaydedilmistir. R1-3’{in damlacik boyutu
spektrumunda beklenildigi gibi stabilite testleri Oncesinde ve sonrasinda belirgin
farkliliklar olmamustir (EK 3). Literatiirde de belirtildigi gibi emiilsiyonlardaki su
miktarinin artmasiyla spektrumlardaki pik sayis1 ve genisligi de genellikle artmaktadir

(McClements, 2012).

R1-1 R1-2 R1-3 R1-4 R1-5 R1-6 R1-7 R1-8 R1-9 R1-10

— - -— - —

Gorsel 3.4. Biberiye ucucu yagi:Tween 20 (1:9; a:a) iceren R1 serisi emiilsiyonlarin gériiniimleri.

2:8 (a:a) oraninda biberiye ucucu yagi:Tween 20 iceren R2 serisi emiilsiyonlarin
goriiniimleri Gorsel 3.5’te verilmistir. Bu emiilsiyonlardan R2-3 ve R2-4 formiilasyonu
bulanik goriinlimde iken 24 saat sonra yar1 seffaf hale gelmislerdir. R2-2 ve R2-5 arasi
emiilsiyonlar yogun digerleri akiskandir. 3500 rpm’de 30 dk santrifiijlenen bu
emiilsiyonlarda degisiklik gézlenmemistir. PDI degerleri 0,3 ve daha kiiciik olan R2-5 ve

R2-7 emiilsiyonu stabilite testleri gergeklestirilmistir. Sonugta R2-7’de faz ayrimi
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gbzlenmistir ve sadece %12 biberiye ugucu yagi igeren R2-5 nanoemiilsiyon
formiilasyonunun stabil kaldig1 belirlenmistir. Buna gore, R2-5’in stabilite testleri dncesi
ve sonrasinda damlacik boyutu sirasiyla 32,17£18,76 nm ve 30,98+9,69 nm olarak
Ol¢iilmiistir (EK 2). EK 3’te R2 serisinin stabilite testleri dncesi ve sonrasindaki zeta
boyut analizinin spektrumlart verilmistir. Buna gore, R2-5’in damlacik boyutu
spektrumunda dar bir pikin yaninda heterojen ve biiyiik damlaciklarin oldugunu belirten

pikler g6zlenmistir.

R2-1 R2-2 R2-3 R2-4 R2-5 R2-6 R2-7 R2-8 R2-9 R2-10

Gorsel 3.5. Biberiye ugucu yagi:Tween 20 (2:8; a:a) iceren R2 serisi emiilsiyonlarin goriiniimleri.

Biberiye ugucu yagi ve Tween 20’nin 3:7 (a:a) oraninda karistirllmasiyla elde
edilen emiilsiyonlarinin goriiniimleri Gorsel 3.6’da ve karakterizasyon caligmalarinin
sonuclar1 EK 2’de verilmistir. R3 serisinde biberiye ugucu yaginin miktarinin artmasiyla
goriiniimlerinde olusan bulaniklikta artmistir. 24 saat bekletilen emiilsiyonlardan bulanik
olan R3-4 yan seffaf, yar1 seffaf olan R3-7, R3-8 ve R3-9 siit goriiniimiine gelmislerdir.
Santrifiijlenen emiilsiyonlardan R3-2, R3-3 ve R3-5 formiilasyonu degisiklik olmadan
kalmustir. Digerlerinde faz ayrimi ve kremalasma gézlenmistir. Damlacik boyutu ve PDI
dlgiimleri alinan bu emiilsiyonlardan PDI degeri 0,3’{in altinda 6l¢iim belirlenmemistir
ve stabilite testleri yapilmamistir. R3 serisi emiilsiyonlarinin heterojen damlaciklar
igerdigi PDI degerlerinin yamsira EK 3’te verilen zeta boyut analizi spektrumlarinda da

goriilmektedir.

R3-1 R3-2 R3-3 R34 R3-5 R3-6 R3-7 R3-8 R3-9 R3-10

Gorsel 3.6. Biberiye ugucu yagi:Tween 20 (3:7; a:a) igeren R3 serisi emiilsiyonlarin gériiniimleri.
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3.3.3. Biberiye ve kisnis ucucu yagi (1:1) karisimlarinin emiilsiyonlari

Farmasotik kalitedeki biberiye ve kisnis ugucu yaglari 1:1 (a:a) oraninda
birlestirilip “Materyal ve Metot” kisminda verilen Tablo 2.1, 2.2 ve 2.3’teki miktarlarda
Tween 20 ile kanstirllmistir. Sonucta, 30 farkli oranda biberiye-kisnis ugucu yag
kombinasyonu igeren karisim elde edilmistir. Bunlardan 27 farkli emiilsiyon
formiilasyonu elde edilmistir ve dnceki boliimlerde (bkz. 3.3.1 ve 3.3.2) sonuglar1 verilen

ayr1 ayr1 biberiye ve kisnis ugucu yagi emiilsiyonlari ile karsilastirilmistir.

Tez calismasi kapsaminda; esit oranda biberiye ve kignis ugucu yagi igeren karigim
ile 1:9 (a:a) oraninda yag:Tween 20 igeren RK 1 serisi hazirlanmistir. Bu emiilsiyonlardan
Gorsel 3.7 de goriildiigii gibi RK1-2 bulanik ve RK1-3 yar1 seffaf gériinlimdedir ve RK 1-
2 ve RK1-5 arasi emiilsiyonlar yogun kivamdadir. RKI1 serisi emiilsiyonlardan
santrifiijleme sonrasinda sadece RK1-2’de faz ayrimi1 gergeklesmistir. Bu nedenle, RK1-
2 elenerek diger emiilsiyonlarin absorbans, boyut ve PDI degerleri dl¢iilmiistiir. PDI
degeri 0,3’ten kiigiik olan formiilasyonlar RK1-3, RK1-4 ve RK1-5 olarak belirlenmistir
ve damlacik boyutlar sirasiyla 21,07+8,57, 15,20£2,39 ve 17,76+5,36 nm; zeta
potansiyel degerleri ise -10,9+1,13, -12,7+£0,14 ve -10,3+0,56’dir. Bu emiilsiyonlar
1sitma-sogutma, dondurma-¢ozdiirme ve santrifiijleme testlerine tabi tutulmustur. Bu
testler sonucunda formiilasyonlarin PDI degerleri yiikselmis ancak RK1-3 ve RK1-4’iin
damlacik boyutlarinda (sirasiyla 14,83+1,90 nm ve 14,15+0,68 nm) kayda deger bir
degisim gozlenmemistir. EK 2’de RK1 serisinin karakterizasyon 6l¢tim sonuglar1 ve EK
3’te bu formiilasyonlarin damlacik boyutu spektrumlar1 verilmistir. Spektrumlardaki dar
ve biiyiik piklerin genisligi ve biiylikliigii azalmistir. Bunun yaninda, heterojenligin

oldugunu belirten ¢oklu pikler gézlenmistir.

RK1-1 RK12 RKI3 RKl4 RKIS RKI6 RKI-7 RK18 RKI9 RKI-10

Gorsel 3.7. Esit oranda biberiye ucucu yagi ve kignis ucucu yagi:Tween 20 (1:9; a:a) iceren RK1 serisi

emiilsiyonlarin gériintimleri.

Esit oranda biberiye ve kisnis ugucu yagi karisimi: Tween 20°nin 2:8 (a:a) oraninda

karistirtlmasiyla elde edilen RK2 serisi emiilsiyonlarin goriinlimleri Gorsel 3.8°de

66



verilmistir. Bu emiilsiyonlardan RK2-2 ve RK2-5 bulanik, RK2-4 yar seffaf ve digerleri
seffaf goriinimdedir. RK2-2, RK2-4 ve RK2-5 yogun kivamdadir. Bu seri
emiilsiyonlardan santrifiijleme sonrasinda RK2-2’de faz ayrimi goézlenmistir ve bu
formiilasyon elenerek digerlerinin absorbans, boyut ve PDI degerleri 6l¢iilmiistiir (EK 2).
PDI degeri 0,3’ten kii¢iik olan formiilasyon sadece RK2-3 (0,247+0,009)’tiir. Bu
emiilsiyon 1sitma-sogutma, dondurma-¢ozdiirme ve santrifiijleme testlerine tabi
tutulmustur. Bu testler sonrasinda daha yiiksek PDI degeri (0,51£0,029) &lciilmiistiir.
Damlacik boyutunda ise ilk 6l¢time (10,48+0,1572 nm) gore artma (18,924+2,012 nm)
oldugu belirlenmistir. Yogunlugu biiyiik ve dar pikin yerini ¢oklu pikler almistir. EK 3°te

damlacik boyutu degisimlerinin spektrumlart verilmistir.

RK2-1 RK22 RK23 RK24 RK25 RK26 RK2-7 RK28 RK29 RK2-10

Gorsel 3.8. Esit oranda biberiye ugucu yagi ve kisnis ucucu yagi:Tween 20 (2:8; a:a) iceren RK2 serisi

emiilsiyonlarin gériintimleri.

3:7 (a:a) oraninda biberiye:kisnis ugucu yagi karisimi: Tween 20 igeren RK3 serisi
emiilsiyon formiilasyonlarinin goériiniimleri Gorsel 3.9’da verilmistir. Buna gore RK3-2,
RK3-5, RK3-7 bulanik, RK3-4 yar1 seffaf ve RK3-8, RK3-9 ve RKS3-10 siit
goriiniimiindedir. 24 saat sonra RK3-2 yar1 seffaf hale gelmistir. Bu seri emiilsiyonlardaki
su miktarinin artmasiyla makro boyuttaki damlaciklarin da arttig1 gozlemlenmistir.
Santrifiijleme sonrasinda sadece RK3-2 ve RK3-6 arasi emiilsiyonlar degismeden
kalmustir. Absorbans, boyut ve PDI lgiimleri alinan emiilsiyonlardan 0,3’iin altinda PDI
degerine sahip olanlar RK3-3 ve RK3-4 olmustur. Stabilite ¢aligmalar1 sonrasinda ise
homojenliklerinin azalarak yiiksek PDI degerlerinde olduklari ve damlacik boyutlarinin
artigr belirlenmistir. EK 2°de verildigi gibi RK3-3’iin stabilite testleri Oncesi ve
sonrasinda damlacik boyutlari sirastyla 12,870,395 nm ve 26,87+0,451 nm ve RK3-4’iin
stabilite testleri oncesi ve sonrasinda damlacik boyutlart sirasiyla 14,6+1,73 nm ve
28,89+2,529 nm olarak Sl¢iilmiistiir. Damlacik boyutu spektrumlarinda stabilite testleri

sonrasinda ¢oklu pikler gozlenmistir (EK 3).
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RK3-1 RK3-2 RK33 RK34 RK35 RK36 RK3-7 RK38 RK39 RK3-10

Gorsel 3.9. Esit oranda biberiye ugucu yagi ve kisnis ucucu yagi:Tween 20 (3:7; a:a) igeren RK3 serisi

emiilsiyonlarin goriintimleri.

3.3.4. Oleik asit emiilsiyonlari

Bu tez calismasinda, yag fazi olarak oleik asit ve siirfaktan madde olarak Tween
20; 1:9, 2:8 ve 3:7 (a:a) oraninda kullanilarak emiilsiyonlar elde edilmistir. Her bir
yag:siirfaktan madde oraninda ilk formiilasyonlar hari¢ su fazi1 miktari artirilarak stabil
emiilsiyonlar elde edilmeye ¢alisilmistir. Ik formiilasyonlar yagin siirfaktan madde

icindeki ¢ozlinlirliigiinii gésterdigi i¢in su fazi icermemektedir.

Tez kapsaminda gergeklestirilen 1:9 (a:a) oraninda oleik asit: Tween 20 iceren Ol
serisi emiilsiyon formiilasyonlarmin goriiniimleri Gorsel 3.10°da verilmistir. Buna gore,
0O1-2 ve O1-3 bulanik goriiniimdeyken digerleri seffaf goriiniimdedir. Bunun yaninda O1-
2 ve O1-6 aras1 emiilsiyonlar yogun kivamdadir. O1 serisi emiilsiyonlardan santrifiilleme
sonras1 faz ayrimi goriilenler O1-2 ve O1-3’tlir ve bu formiilasyonlar elenerek diger
emiilsiyonlar 1/100 seyreltilmistir ve damlactk boyutu ve PDI degerleri odlgiilen
emiilsiyonlardan 0,3’ten diisiik PDI degerlerine rastlanmamustir. Bu emiilsiyonlarin
damlacik boyutlari ise 23,89 nm - 48,22 nm arasindadir. Dondurma-¢6zdiirme, 1sitma-
sogutma ve santrifiijleme testlerine tabi tutulan bu emiilsiyonlarda faz ayrimi ve/veya
kremalagma gozlenmistir. EK 3’teki damlacik boyut spektrumlarinda goriildiigi gibi pik

genislikleri daha biiyiik ve heterojen pikler vardir.

01-1 01-2 013 014 015 016 01-7 Ol18 019 0110

Gorsel 3.10. Oleik asit:Tween 20 (1:9; a:a) i¢eren Ol serisi emiilsiyonlarin goriiniimleri.

Oleik asit emiilsiyonlarinin O2 serisinde; 2:8 (a:a) oraninda oleik asit:Tween 20

iceren formiilasyonlarinin goriiniimleri Gorsel 3.11°de verilmistir. O2-2, O2-3 ve 02-4
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bulanik goriinlimde ve digerleri siit goriiniimdedir. 2:8 yag:siirfaktan madde oraninda
seffaf emiilsiyon elde edilememistir. O2-7 ve O2-10 arasi emiilsiyonlarda kopiirme
olmustur ve birkag saat bekletme ile kremalasma gozlenmistir. Bunlarin yaninda, EK 2°de
belirtildigi gibi O2-3 ve O2-6 arasi emiilsiyon formiilasyonlar1 jel kivamindandir. O2-2
emiilsiyonu bekletildiginde yar1 seffaf hale gelmistir ve damlacik boyutu ve PDI degerleri
Olciilmiistiir. 600 nm’deki absorbans degeri de nispeten yiiksek (0,802) olan bu
emiilsiyonun damlacik boyutu 156,77+3,00 nm ve PDI degeri 0,386+0,019 olarak
Olctilmiistiir. EK 3’te verilen damlacik boyut dagilimi spektrumlarina bakildiginda genis

ve heterojen pikler oldugu goriilmektedir.

021 022 023 024 025 026 027 028 029 0210

|
!
AN

Gorsel 3.11. Oleik asit:Tween 20 (2:8; a:a) i¢eren O2 serisi emiilsiyonlarin gortiniimleri.

Oleik asit ve Tween 20°nin 3:7 (a:a) oraninda birlestirilmesiyle elde edilen O3 serisi
emiilsiyonlarin goriiniimleri Gorsel 3.12°de verilmistir. Buna gore O3-2, O3-4, O3-7 ve
O3-8 bulanik, O3-3 seftaf, O3-5 ve O3-6 yar seffaf, 03-9 ve O3-10 siit goriiniimiindedir.
24 saat sonra O3-2 ve 03-4 seffaf hale gelmistir. Bunlarin yaninda, EK 2°de belirtildigi
gibi 0O3-2 ve 0O3-4 arasi emiilsiyonlar yogun, O3-5 ve O3-8 arasi emiilsiyonlar jel
kivamindadir. Yalnizca seffaf olan emiilsiyonlar santrifiijlenerek mekanik dayaniklilig:
test edilmistir. Santrifiijleme sonrasinda degisiklik gozlenmedigi i¢in O3-2, 03-3 ve O3-
4 emiilsiyonlariin damlacik boyutlar1 ve PDI degerleri l¢iilmiistiir. Ancak, 3 emiilsiyon
formiilasyonununda PDI degeri 0,3’ten kiiciik ¢cikmamistir. O3-2, 03-3 ve O3-4’iin
damlacik boyutlari sirastyla 194,07+3,25 nm, 219,97+7,48 nm ve 238,87+4,44 nm olarak
kaydedilmistir (EK 2). Bu degerler, stabil nanoemiilsiyon elde etmek i¢in istedigimiz
degerlerin disindadir. Literatiirde belirtildigi gibi, bu emiilasiyonlar kisa siireli stabiliteye
sahip olsalar da damlacik boyutlarindaki heterojenlikleri nedeniyle uzun siireli stabilite
saglayamazlar (Setya vd., 2014; McClements ve Xiao, 2012; Robins 2000). EK 3’te
verilen spektrumlarda damlacik boyut dagiliminin heterojen oldugu agikca

goriilmektedir.
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03-1 03-2 033 034 03-9 03-10

= A o 035 03-6 03-7 03-8 -

Gorsel 3.12. Oleik asit:Tween 20 (3:7; a:a) i¢eren O3 serisi emiilsiyonlarin goriintimleri.

3.3.5. Susam yag1 emiilsiyonlari

Bu tez ¢alismasinda, susam yaginin yag fazi olarak kullanilmasiyla emiilsiyon
formiilasyonlarinin gelistirilmesi amaglardan bir tanesidir. Bunun igin 6ncelikle susam
yaginin Tween 20 igindeki ¢oziiniirliigli denenmistir. 1:9, 2:8 ve 3:7 (a:a) oranlarinda
susam yag1 Tween 20 ile ¢dziinmemistir. Bu nedenle, 1:1 (a:a) oraninda Tween 20:Span
80 siirfaktan karigimi kullanilarak ¢oziiniirlikk ¢alismasi tekrarlanmistir ve 1:9, 2:8 ve 3:7
(a:a) oranlarinda yag:siirfaktan madde karisiminda 48 saatlik bekletme sonucunda faz
ayrimi gozlenmemistir. Susam yag1 emiilsiyonlar: 1:1 (a:a) oraninda Tween 20:Span 80
ile 1:9, 2:8 ve 3:7 (a:a) oranlarinda yag:siirfaktan madde karisimi “Materyal ve Metot”
kismindaki Tablo 2.1, 2.2 ve 2.3’te verilen miktarlarda tartilarak karistirilmistir.

Tez kapsaminda; 1:9 (a:a) oraninda susam yagi:silirfaktan karistmi kullanilarak
hazirlanan S1 serisi emiilsiyonlarin goriiniimleri Gorsel 3.13’te verilmistir. Buna gore,
S1-2 ve S1-3 yogun ve bulanik goriiniimdedir. EK 2’de belirtildigi gibi S1-4, S1-5 ve S1-
6 formiilasyonu jel ve digerleri akiskan kivamdandir. Bu seri emiilsiyonlarda seffaf ve
yar1 seffaf goriiniim elde edilememistir. Ayrica, kisa siireli bekletme ile S1-2, S1-3’te faz

ayrimi ve S1-7 ile S1-10 aras1 emiilsiyonlarda kremalasma gozlenmistir.

S1-1 S1-2 S1-3 S1-7 S1-8 S1-9 S1-10

!
111

|

= 1 S1-4 S1-5 11 R T—— = “S— _—

- .

Gorsel 3.13. 1:9 (a:a) oraminda Susam yagi:(Tween 20:Span 80, 1:1) hazirlanan emiilsiyonlarin

goriiniimleri.

2:8 (a:a) oraninda susam yagi ve siirfaktan karisiminin birlestirilmesiyle elde edilen
S2 serisi emiilsiyon formiilasyonlarinin goriiniimleri Gorsel 3.14°te ve sonuglar1 EK 2°de

verilmistir. Buna gore, S2-2 ve S2-3 yogun ve bulanik 6zelliktedir. S2-4 bulanik ve jel
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kivamindayken S2-5 siit goriinlimiinde ve jel kivamindandir. Bu seri emiilsiyonlara

karaktarizasyon ve stabilite ¢aligmalart yapilmamustir.

S2-1 S2-2 S23 S26  S2-7 528 S29 S2-10

. = S2-4 S2-5 [ — r—— - - —
A e

Gorsel 3.14. 2:8 (a:a) oranminda Susam yagi:(Tween 20:Span 80, 1:1) hazirlanan emiilsiyonlarin

goriiniimleri.

Bu tez calismasinda son olarak; 3:8 (a:a) oraninda susam yagi ve siirfaktan
karigiminin birlestirilmesiyle S3 serisi emiilsiyon formiilasyonlar1 elde edilmistir. Bu
emiilsiyonlarin goriiniimleri Gorsel 3.15°te ve EK 2’de verilmistir. Bu serinin goriintii
ozellikleri S2 serisi ile benzerlik gostermektedir. Ayni sekilde, S3-2 ve S3-3 bulanik
goriinlimde ve yogun kivamdadir. S3-3 ve S3-4 jel kivamindadir. Bu seride seffaf ve yari
seffaf  oOzellikte emdiilsiyon elde edilemedigi icin  stabilite c¢alismalari
gerceklestirilmemistir. Jel formiilasyonlarda bir degisiklik gozlenmemesine ragmen

bulanik olan S3-2 ve S3-3’te faz ayrimi ve S3-6, S3-10 aras1 emiilsiyonlarda kremalagma

gbzlenmistir.
TR
S3-1 S3-2 S3-3 S3-6 S3.7 S3-8 S3-9 S$3-10
-~ % T -
s i i -
- ’:'E\ L™ . S34 S35 S — P 2 - Y S S " —

Gorsel 3.15. 3:7 (a:a) oraminda Susam yagi:(Tween 20:Span 80, 1:1) hazirlanan emiilsiyonlarin

goriiniimleri.

3.4. Stabil Emiilsiyonlarda Yapilan Ol¢iimler

Hizlandirilmis ~ stabilite testleri kapsaminda gerceklestirilen santrifiijleme,
dondurma-¢ozdiirme ve 1sitma sogutma testleri sonucunda K1-4, K2-4, K2-5, R1-3 ve
R2-5 stabil bulunmustur. Bu 5 farkli emiilsiyonunda tip tayini ve reolojik Ol¢lim

gerceklestirilmistir.
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3.4.1. Emiilsiyon tip tayini sonuclari

Stabil oldugu tespit edilen 5 emiilsiyon formiilasyonun tipi, boyama testi ile
belirlenmistir. Emiilsiyonlara metilen mavisi eklendiginde boyanin hizlica dagildigi
gozlenmistir. Bununla birlikte sudan kirmizisi eklendiginde boyanin dagilmadigi

belirlenmistir. Buna gore 5 farkli emiilsiyonun da Y/S tipinde oldugu tespit edilmistir.

3.4.2. Reolojik ol¢iim (Viskozite) sonuclari

Bu tez ¢alismasinda, stabil oldugu tespit edilen K1-4, K2-4, K2-5, R1-3 ve R2-5
emiilsiyonlariin reolojik dlglimleri yapilmistir ve elde edilen viskozite degerleri Tablo
3.5°te ve reogramlar Sekil 3.1°de verilmistir. Buna gére, 0-400 sn*! kayma hiz1 araliginda
Olciim yapilmis ve kayma hizi ile kayma geriliminin orantili sekilde artmasi
nanoemiilsiyon formiilasyonlarinin oda sicakliginda Newton akis tipine uydugunu
gostermistir. Mikroemiilsiyon sistemleri genellikle diistiik viskozite ve Newton akisi
gosterir. Reolojik modellerinden Newton akis modelinde kayma gerilimi ile kayma hizi

arasinda dogrusal korelasyon bulunmaktadir (Alany ve Wen, 2008).

Tablo 3.5. Stabil oldugu tespit edilen emiilsiyonlarin viskozite degerleri.

Viskozite (cP) + std

K1-4 224,1448,30
K2-4 144,52+5,89
K2-5 131,70+£10,11
R1-3 331,06+14,47
R2-5 525,0746,29
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K2-4 reogram
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Sekil 3.1. Stabil oldugu tespit edilen nanoemiilsiyonlara ait reogramlar.
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3.4.3. Gegirimli elektron mikroskobu (TEM) sonuclari

Kisnis ugucu yagt igeren K2-4 emiilsiyonunun morfolojik oOzellikleri ve
damlaciklarin sekli TEM goriintiileri incelenerek belirlenmistir. Buna gore,
nanoemiilsiyon damlaciklarinin neredeyse kiiresel sekilde oldugu tespit edilmistir. Bunun
yaninda emiilsiyon formiilasyonunun nano boyutta damlaciklar igerdigi dogrulanmaistir.
Ancak, Zeta sizer ile Olglilenden daha biiyilk damlaciklar da (yaklasik 100 nm) tespit
edilmistir. TEM sonuglar1 Gorsel 3.16°da verilmistir.

=l d.

Gorsel 3.16. K2-4 formiilasyonunun gegirimli elektron mikroskobu (TEM) goriintiileri; a. 7.000x
biiyiitme, olgek 2.000 nm, b. 60.000x biiyiitme, ol¢ek 200 nm, c. 40.000x biiyiitme, 6lcek
200 nm, d. 200.000x biiyiitme, dlgek 50 nm.

3.5. Biyolojik Aktivite Caligmalari

Biberiye, kisnis ugucu yaglari ve bu iki ugucu yagmn 1:1 (a:@) oraninda
birlesiminden kendiliginden emiilsifikasyon yontemi ile elde edilen nanoemiilsiyonlarin
in vitro anti-enflamatuvar etki denemeleri gerceklestirilmistir. Bunun igin; stabilite
testleri éncesinde PDI degerleri 0,3’ten kiiciik olan nanoemiilsiyonlar segilerek sodyum
fosfat tamponu ile istenilen konsantrasyona (10 mg/mL) getirilmistir. Bu tez

caligmasinda, saf ugucu yaglar ve 1:1 oraninda birlesimleri etanol %10 (h/h) ile ¢oziilerek
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nanoemiilsiyon formiilasyonlarinin biyolojik etki sonuglari ile karsilastirilmistir. Bunun
yaninda, stabilite testleri oncesinde ve sonrasinda in vitro lipoksijenaz inhibisyonu
denemeleri gergeklestirilerek damlacik boyutundaki degisimin numunelerin in vitro anti-
enflamatuvar aktivitelerine olan etkileri incelenmistir. Son olarak; saf ugucu yaglarin, bu
ucucu yaglarin 1:1 (a:a) karisimlarinin ve stabil oldugu tespit edilen nanoemiilsiyon

formiilasyonlarinin in vitro kolinesteraz (AChE ve BChE) aktiviteleri gergeklestirilmistir.

3.5.1.In vitro anti-enflamatuvar (5-Lipoksijenaz enzim aktivitesi inhibisyonu)
aktivite sonuclar
Numunelerin 7,9 U/mg konsantrasyonda lipoksijenaz enzimi tizerindeki inhibisyon
etkisi mikro diizeylerde spektrofotometrik olarak gerceklestirilmistir. Linoleik asidin
substrat olarak kullanilmasiyla 10 dk siireyle absorbans 6l¢iilmiistiir. Sonuglar, standart
madde olarak kullanilan NDGA ile karsilastirilmistir.  NDGA farkli calisma
konsantrasyonlarinda (12, 8, 4, 2, 1 ve 0,5 pg/mL) hazirlanmistir ve EC50 hesaplamasi

yapilmistir. Numunelerin ¢alisma konsantrasyonlar1 200 pg/mL olarak belirlenmistir.

Bu calismada; DMSO ile c¢oziilerek hazirlanan numuneler seyreltildiginde
bulaniklik gézlenmistir. Bu nedenle, sadece etanol ile ¢oziilerek hazirlanan numuneler ile
calisilmistir ve sonuglar verilmistir. Istenilen konsantrasyona getirilmeleri asamasinda
tampon ¢ozelti ile seyreltilen bazi nanoemiilsiyonlarda bulaniklik olusmustur. Bu

nedenle, Tablo 3.6’da gosterildigi gibi ilgili numunelerle caligilmamustir.

Etanol ile ¢oziilerek hazirlanan kisnis ugucu yagi, biberiye ugucu yagi ve
kisnis:biberiye (1:1, a:a) ugucu yag karigiminin 5-LOX inhibisyonu ile tespit edilen anti-
enflamatuvar etkisi sirasiyla %28,22+2,29, %44,80+0,92 ve %58,59+2,71 olarak
hesaplanmistir.  Sonuglar  degerlendirildiginde, bu yontemde 200 upg/mL
konsantrasyondaki biberiye ugucu yagi kisnis ugucu yagindan daha etkili oldugu tespit
edilmistir. Kisnis:biberiye (1:1) ugucu yag karisimi ise diger iki ugucu yagin etkisinden
daha yiiksek inhibe edici etki géstermistir.

Biyolojik aktivite ¢aligmalar1 dncesinde nanoemiilsiyonlarin igerdigi ugucu yag
miktart 10 mg/mL olarak hazirlanmistir. Sonugta; nanoemiilsiyonlarin ugucu yag

miktarlar1 sabit degerde iken Tween 20, su fazi miktarlari ve damlacik boyutlari farklilik

gostermektedir.
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Sonuglara bakildiginda, Kisnis ugucu yaginin etken madde ve yag fazi olarak
kullanilmastyla hazirlanan kignis nanoemiilsiyonlarmin stabilite ¢aligmalar1 6ncesinde
gostermis olduklar1 5-LOX inhibisyonu ile tespit edilen anti-enflamatuvar etki agisindan
en diisiik %37,22 ile K3-4 ve en yiiksek %72,73 ile K1-2 formiilasyonu belirlenmistir.
K1-2 en yiiksek anti-enflamatuvar etkiyi gostermesine ragmen, stabilite caligmalari
sonrasinda faz ayrimi gézlendigi icin ¢alisiimamistir. K3-4 en diisiik etkiyi gdstermesine
ragmen stabilite c¢alismalar1 sonrasinda 9%753,06+2,47 ile kisnis nanoemiilsiyonlar
arasinda en yliksek etkiyi gostermistir. Tablo 3.6’da oldugu iizere stabilite ¢alismalari
sonrasinda K1-4, K2-3 ve K3-5’te dikkate deger bir aktivite degisimi gézlenmemistir.
Ancak, K2-4, K2-5 ve K2-6’nin lipoksijenaz inhibisyon etkisi belirgin bir sekilde azaldigi
anlagilmistir. Bu formiilasyonlardan ¢cogunun anti-enflamatuvar etkisinin kignis ugucu
yaginin etkisinden (%28,22+2,29) daha yiiksek degerler verdigi Tablo 3.6’da
goriilmektedir. Ayrica, K2-4, K2-5 ve K2-6 stabilite testleri sonrasinda kisnis ugucu yagi
ile yaklasik olarak ayni etkiyi (sirasiyla %30,49+2,03, %25,82+0,65 ve %30,55+2,77)

gostermistir.

Biberiye ugucu yagmin nanoemiilsiyon formiilasyonlarmin in vitro anti-
enflamatuvar etkisi sonuglart da Tablo 3.6’da verilmistir. Nanoemiilsiyonlarin
seyreltilmeleri asamasinda R3-3 formiilasyonunda bulaniklik olusmasi nedeniyle bu
numune ile caligilamamistir. Sonuglara bakildiginda, R2-5 (%19,58+1,76) disinda
digerlerinin biberiye ugucu yagi (%44,80+0,92) ile yaklasik olarak ayni degerlerde
inhibisyon gosterdigi belirlenmistir. Stabilite calismalar1 sonrasinda R1-2 ve R2-2°de faz
ayrimi gozlenmistir ve bu numunelerle ¢alismalar stirdiirilmemistir. R2-5 en diisiik 5-
LOX inhibisyon etkisini gosterirken stabilite ¢alismalar1 sonrasinda biberiye ugucu yagi
ile yaklasik ayni degeri (%49,42+2,13) hesaplanmistir. Bunun yaninda; R1-3’iin anti-
enflamatuvar aktivitesinin stabilite testleri dncesi Olgiimlere arttigi tespit edilmistir ve

inhibisyon degeri %62,84+3,33 olarak bulunmustur.

Kisnis:biberiye (1:1, a:a) ugucu yag karisimmin yag fazi ve etken madde olarak
kullanilmasiyla hazirlanan nanoemiilsiyon formiilasyonlarmin anti-enflamatuvar etki
sonuglart Tablo 3.6’da verilmistir. Bu emiilsiyonlardan RK3-3 ve RK3-4 seyrelme
asamasinda olusan bulaniklik nedeniyle bu numunelerle ¢alisilmamistir. RK1-3, RK1-4
ve RK1-5’in inhibisyon yiizdesi, saf ucgucu yag karisimmin (%58,59+2,71) anti-

enflamatuvar etkisiyle yaklasik ayni1 degerlerdedir. Stabilite caligmalarindan sonra RK1-
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3 numunesinde dikkate deger bir degisiklik gézlenmezken RK1-4, RK1-5’te daha diisiik
aktivite gozlenmistir, ancak RK2-3te aktivitenin oransal olarak arttig1 dikkat ¢ekmistir.

5-Lipoksijenaz inhibisyonu ile in vitro anti-enflamatuvar aktivitenin belirlendigi bu
tez calismasinda, standart olarak kullanilan NDGA’nin ECso degeri 3,7+0,23 ug/mL
olarak belirlenmistir. Bununla birlikte, ugucu yaglar ve nanoemiilsiyonlarin anti-

enflamatuvar etkileri NDGA ile karsilastirildiginda nispeten diisiiktiir.

Tablo 3.6. Ugucu yaglarin, emiilsiyonlarin ve standart madde NDGA 'nin karsilastirmalr lipoksijenaz

inhibisyonu sonuglari.

Numune Stabilite ¢calismalar: 6ncesinde  Stabilite calismalari sonrasinda
(200 pg/mL) % inhibisyon+std % inhibisyonzstd
Kisnis ucucu yag 28,22+2,29 -
Biberiye ucucu yag 44,80+0,92 -
Klsms:bll?erlye (1:1, a:a) 58,5942,71 i
ucucu yag karisimi
K1-2 72,73+2,39 }

Faz ayrim
K1-4 39,03+3,80 43,57+2,02
K2-3 56,31+3,35 51,96+1,36
K2-4 41,70+2,88 30,49+2,03
K2-5 38,63+4,08 25,82+0,65
K2-6 51,61+2,54 30,55+2,77
K3-4 37,22+0,75 53,06+2,47
K3-5 38,08+2,60 37,91+2,50
R1-2 45,89+3,96 i

Faz ayrimi
R1-3 45,89+2,60 62,84+3,33
R1-5 36,37+5,10 46,31+5,04
R2-2 49,05+2,95 i

Faz ayrimi
R2-3 41,68+2,69 47,35+1,42
R2-5 19,58+1,76 49,4242,13
R3-3 Bulaniklik Bulaniklik
RK1-3 57,22+3,09 64,8+1,82
RK1-4 62,21+3,88 46,40+3,64
RK1-5 64,78+2,08 39,18+3,02
RK2-3 40,78+3,26 48,21+0,80
RK3-3 Bulaniklik Bulaniklik
RK3-4 Bulaniklik Bulaniklik
NDGA (12 pg/mL) 98,14+0,28 -
NDGA (8 pg/mL) 76,77+0,81 -
NDGA EC50 (ug/mL) 3,70+0,23 -

+std: standart sapma
- 6l¢tim yapilmamistir
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Sonu¢ olarak, bu tez calismasinda biberiye ugucu yagmin 5-lipoksijenaz
inhibisyonu etkisi 200 pg/mL konsantrasyonda %44,8+0,92 bulunmustur. Biberiye ugucu
yagi ile hazirlanan nanoemiilsiyonlarin 5-lipoksijenaz inhibisyonu ile tespit edilen anti-
enflamatuvar etkisi ise R1-3 disinda, ugucu yagin etkisine yakin degerlerde gozlenmistir.
R1-3 (%8 yag, %72 Tween 20 ve %20 su fazi) formiilasyonunda stabilite ¢aligmalar1
sonrasinda etkinin biraz arttigi (%45,89+2,6 > %62,84+3,33) goézlenmistir. Bu
formiilasyonun stabilite ¢alismalar1 sonrasinda PDI degerinin degismemesi (~0,3) ve
diger biberiye ucucu yagi nanoemiilsiyonlarima gore daha kiiciik damlacik boyutlari
icermesi (15,05+0,199 nm) dikkat ¢ekmektedir. Baylac ve Racine (2003) bir ¢calismasinda
biberiye ugucu yaginin in vitro 5-lipoksijenaz inhibisyonu etkisini (51<1C50<100 pg/mL)
rapor etmislerdir ve bu ¢aligmada biberiye ugucu yaginin anti-enflamatuvar aktivitesinin
NDGA (IC50: 5+0.5 pg/mL) ile karsilastirildiginda nispeten diisikk oldugu tespit

edilmistir.

Bu tez kapsaminda kisnis ugucu yaginin 5-lipoksijenaz inhibiyonu %28,224+2,29
olarak belirlenmistir. Giincel literatiirde, kisnis ugucu yagmnin in vitro lipoksijenaz
inhibisyonu ile tespit edilen anti-enflamatuvar aktivite ¢aligmalarina bilgimiz dahiline
rastlanmamustir. Haj ve digerlerinin (2003) calismasinda hayvan modelinde denenen
karragenan testinde, %380 linalol igeren kisnis ucucu yagi anti-enflamatuvar etki

gostermemistir.

Literatirde ugucu yag nanoemiilsiyonlarinin elde edilerek anti-enflamatuvar
etkilerinin degerlendirildigi ¢aligmalara bilgimiz dahilinde rastlanmamistir. Bu nedenle,
biberiye ve kignis ucucu yaglart nanoemiilsiyonlarinin 5-lipoksijenaz inhibisyonu ile in
vitro anti-enflamatuvar aktivitelerinin belirlenmesi bu tez ¢alismasinda ilk defa

gerceklestirilmistir.

3.5.1.1. Damlacik boyutunun anti-enflamatuvar aktivite sonuglarina etkileri

Kisnis ugucu yag1 nanoemiilsiyonlar1 arasinda en yiiksek anti-enflamatuvar etkiyi
(%72,73£2,39) K1-2 gostermistir. K1-2 formiilasyonu, 11,45+0,54 nm boyutunda (PDI:
0,308+0,006) damlaciklar igermektedir. Tablo 3.7°de goriildiigii gibi, K1-4 (11,32+1,64
nm), K2-4 (10,74+0,232 nm), K2-5 (11,86+0,47 nm), K3-4 (14,44+0,1833 nm) ve K3-5
(11,65+0,5011 nm) yaklasik olarak ayni etkileri gostermistir. Stabilite calismalarina
maruz birakilan numunelerin damlacik boyutlartyla birlikte anti-enflamatuvar etkileri de
degisiklik gostermistir. Buna gore, stabilite testlerinden sonra damlacik boyutlar1 dikkate
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deger bir sekilde degisen nanoemiilsiyonlar K3-4 (14,44+0,1833 nm = 120,5+1,115 nm)
ve K3-5 (11,65+0,5011 nm -> 70,47+1,863 nm)’dir. K3-4’lin anti-enflamatuvar etkisi
artarken K3-5’in etkisi degismemistir. Bunlarin yaninda damlacik boyutlar1 degismeyen
ve PDI degeri 0,3’iin altinda olan nanoemiilsiyonlardan K1-4’iin etkisi yaklasik olarak
ayni oldugu belirlnemistir ve K2-4 ve K2-5’in etkisi ise azaldigi tespit edilmistir. Sonug
olarak, stabilite c¢alismalart Oncesinde damlacik boyutlart yakin degerlerde olan
nanoemiilsiyonlarda anti-enflamatuvar etki yaklasik olarak ayni diizeyde stabilite

calismalar1 sonrasinda bu uyumluluk ve tutarlilik ortadan kalkmustir.

Bu tez calismasinda, 200 pg/mL konsatrasyondaki kisnis ugucu yaginin 5-
lipoksijenaz inhibisyonu %28,2242,29 olarak tespit edilmistir. Bu ugucu yagdan
hazirlanan nanoemdiilsiyonlarin anti-enflamatuvar etkilerinde artis oldugu belirlenmistir.
K1-4 formiilasyonu (11,32+1,64 nm) stabilite ¢aligmalar1 sonrasinda da ugucu yagdan
daha yiiksek inhibisyon etkisi (%39,03+3,80 2 %43,57+2,02) gostermistir. Ancak, K2-
4 (11,97+0,82 nm) ve K2-5 (11,18+0,59 nm)’in stabilite ¢aligmalar1 sonrasinda anti-

enflamatuvar etkilerinin azaldig1 gozlenmistir.

Tablo 3.7. Nanoemiilsiyon formiilasyonlarinin damlacik boyutlari, PDI ve zeta potansiyel degerleri.

Stabilite calismalar: sonrasi

Damlacik Zeta

Numune boyutu (nm) PDI potansiyel Damlacik PDI Zeta
boyutu (nm) potansiyel
K1-2 11,45+0,54 0,308+0,01 -5,44+0,17 - Faz ayrimi olmustur.
K1-4 11,32+1,64 0,321+0,02 -6,20+0,3 11,93+0,76 0,322+0,02  -3,260,06
K2-3 31,67+9,27 0,14740,07 -14,6£021  16,700,20 0,505+0,01 -
K2-4 10,74+0,23 02164002 -11,5£2,79  11,97+0,82 0,338+0,04 -4,64+0,04
K2-5 11,86+0,47 0,259+0,02 -9,875+1,45 11,18+0,59 0,196+0,03 -7,03+0,55
K2-6 14,69+1,69 0,309+0,02 -9,681+0,34 18,13£6,19 0,37620,08 -
K3-4 14,44+0,18 0,316+0,03 -4,59+0,99 120,5+1,11 0.367+0.15 -
K3-5 11,65+0,50 0,165£0,06 -9,63+0,52  70,47+1,86 0,678+0,04 -
R1-2 10,36+0,05 0,291+0,01 -12,85+0,49 - Faz ayrimi olmustur.
R1-3 28,39+13,30 0,339+0,03 -9,61+0,69 15,05+0,2 0,340+0,04 -6,42+1,38
R1-5 31,88+15,67 0,277+0,08 -11,08+2,15 25,79+20,66 0,409+0,08 -
R2-2 17,14+0,82 0,356+0,02 -5,14+0,06 - Faz ayrim1 olmustur.
R2-3 14,77+1,8 0,358+0,06 -7,53+£2,14  43,77+3,06 0,356+0,05 -
R2-5 32,17+18,76 0,338+0,02 -8,48+0,2 30,98+9,69 0,319+0,01 -1,18+0,63
R3-3 14,32+0,38 0,384+0,02 -2,815+0,47 19,90+1,11 0,480+0,05 -
RK1-3 21,07+8,57 0,348+0,02 -10,9+1,13 14,83+1,90 0,477+0,06 -
RK1-4 15,20+2,39 0,324+0,03 -12,7+0,14 14,15+0,68 0,408+0,04 -
RK1-5 17,76+5,36 0,278+0,06 -10,3£0,56  362,1+24,80 0,448+0,08 -
RK2-3 10,48+0,16 0,247+0,01 -5,20+1,95 18,92+2.01 0,510+0,03 -
RK3-3 12,87+0,39 0,235+0,05 -2,815+0,47 26,87+0,45 0,580+0,06 -
RK3-4 14,6+1,73 0,352+0,01 -9,90+1,56  28,89+2,53 0,689+0,02 -

- Olclim yapilmamustir
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Bilgimiz dahilinde, bu tez ¢alismasi ile 200 pg/mL g¢alisma konsantrasyonunda
ucucu yag i¢eren ve farkli damlacik boyutuna sahip nanoemiilsiyonlarin farkli yiizdelerde
5-lipoksijenaz inhibisyonu gosterdigi ilk kez Dbelirlenmistir. Bu farkliligin
nanoemiilsiyonlarin igerdigi damlacik boyutu ve polidispersitedeki degisimden

kaynaklandig1 diistiniilmektedir.

Onodera ve digerlerinin (2015) bir ¢alismasinda, kurkumin lipit nanoemiilsiyonu,
modifiye edilmis ince film hidrasyon ve sonikasyon yontemi ile c¢esitli partikiil
boyutlarinda (50, 100 ve 200 nm) hazirlanmistir. En gii¢lii anti-enflamatuvar ve anti-
alerjik etkiyi 100 nm kurkumin lipit nanoemiilsiyonu gdstermistir. ilgili calismada
kurkumin lipit nanoemiilsiyonlarimin fizyolojik aktivitelerinin partikiil boyutuna bagl

olarak farklilik gosterdigi agikca bildirilmistir.

3.5.2.In vitro antikolinesteraz etki sonuclari

Bu tez calismasinda, hizli stabilite testleri sonucunda stabil oldugu belirlenen
nanoemiilsiyonlarin ve saf u¢ucu yaglarin in vitro AChE ve BChE inhibisyonu standart
maddeler ile karsilastirllmigtir. Ugucu yaglar, nanoemiilsiyonlar ve standart maddelerin
antikolinesteraz inhibisyonu sonuglar1 Tablo 3.8’de verilmistir. Buna goére, 250 pg/mL
baslangic konsantrasyonundaki saf kisnis ugucu yagi, biberiye ugucu yagi ve
kisnis:biberiye (1:1, a:a) ugucu yag karisimmin asetilkolinesteraz inhibisyonu etkisi
sirastyla %23,55+0,38, %29,13+0,49 ve %25,10+0,69; anti-biitirilkolinesteraz etkisi ise
sirastyla %18,44+0,25, %20,07+0,42 ve %20,82+0,37 olarak hesaplanmistir. Buna gore,
yaglarin AChE inhibisyonu yiizdeleri nispeten daha yiiksek oldugu belirlenmistir ve
biberiye ugucu yagmin 6nemsenmeyecek diizeyde daha etkili oldugu bulunmustur.
Standart maddeler olan donepezil, takrin ve galantamin ise sirasiyla %98,25+0,93,
%97,69£1,02 ve %84,26+0,86 AChE inhibisyonu ve %79,41+0,83, %98,58+0,99 ve
%63,95+1,06 BChE inhibisyonu géstermistir. Bu sonuglar ayni konsantrasyondaki saf

ucucu yaglar ve nanoemiilsiyonlar ile karsilagtirildiginda oldukga yiiksektir.

Sonug olarak; kisnis ugucu yaginin stabil nano formiilasyonunlarinin (K1-4, K2-4
ve K2-5) elde edilmesi ile in vitro kolinesteraz inhibisyonunda dikkate deger bir
degisiklik  olmadigi  gozlenmistir. Aym1  sekilde, biberiye ugucu yagi

nanoemiilsiyonlarindan stabil oldugu belirlenen R1-3 ve R2-5 formiilasyonunda da saf
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ucucu yag ile karsilagtirildiginda kolinesteraz inhibisyonlarinin degismedigi tespit

edilmistir.

Bu tez ¢alismasinda; biberiye ugucu yaginin AChE inhibisyonu %29,13+0,49 ve
BChE inhibisyonu %20,07+0,42’dir. Biberiye ucucu yagindan elde edilen R1-3 (%8 yag,
%72 Tween 20 ve %20 su fazi) stabil nanoemiilsiyonu ise ugucu yagin etkisine yakin
degerlerde AChE (%24,35+0,63) ve BChE (%21,26+0,57) inhibisyonlar1 gostermistir.
Mata ve digerlerinin (2007) yapmis olduklari ¢alismada %35,4 verbenon etken bilesenini
igeren biberiye ugucu yaginin asetilkolinesteraz inhibisyonu etkisi EC50:69,8+0,1 pg/mL
bulunmustur. Orhan ve digerlerinin (2008) yapmis oldugu calismada biberiye ugucu
yaginin (%44,42 1,8-sineol ve %12,57 a-pinen) in vitro asetilkolinesteraz ve
biitirilkolinesteraz enzim inhibisyonlar1 incelenmistir. lgili ¢alismanin sonucunda, 1000
ug/mL  konsantrasyonda AChE inhibisyonu %63,7£1,23 ve BChE inhibisyonu
%74,0+0,79 olarak tespit edildigi bildirilmistir.

Tablo 3.8. Ugucu yaglarin, emiilsiyonlarn ve standart maddelerin karsilastirmali kolinesteraz inhibisyonu

Sonuclari.

Numune (250 pug/mL) AChE % inhibisyonutstd BchE % inhibisyonutstd

Kignig ugucu yag 23,55+0,38 18,44+0,25
Biberiye ugucu yag 29,13+0,49 20,07+0,42
K|§n|§:b|E)er|ye (1:1, a:a) 25 1040.60 20.82+0,37
ugucu yag karngimi

Kl-4 26,33%0,78 20,15+0,38
K2-4 25,74+0,86 21,33+0,51
K2-5 28,67+0,44 20,49+0,28
RI-3 24,35+0,63 21,26+0,57
R2-5 27,30+0,59 19,52+0,4
Donepezil 98,2510,93 79,41+0,83
Takrin 97,69+1,02 98,58+0,99
Galantamin 84,26+0,86 63,95+1,06

+std: standart sapma

250 pg/mL konsantrasyondaki kisnis ucucu yagmin ve Kl1-4, K2-4 ve K2-5
formiilasyonlarinin in vitro asetilkolinesteraz inhibisyonu sirasiyla %23,55+0,38,
%26,33+0,78, %25,74+0,86 ve %28,67+0,44; in vitro biitirilkolinesteraz inhibisyonu ise
sirastyla  9%18,44+0,25, %20,154+0,38, 9%21,33+0,51 ve %20,49+£0,28 olarak

belirlenmistir. Yag ve formiilasyonlarin BchE inhibisyonu AchE inhibisyonu degerlerine
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gore daha diisiiktiir. Bunun yaninda, K2-5 digindaki nanoemiilsiyonlarin etkileri ugucu
yagin etkisine yakin degerdedir. K2-5 (%12 yag, %48 Tween 20 ve %40 su fazi)
formiilasyonunun  AchE inhibisyonunun saf ugucu yag (%23,55+0,38) ile
karsilastirildiginda arttig1 (%28,67+0,44) belirlenmistir. Literatiirde kisnis ugucu yaginin
antikolinesteraz etkisinin incelendigi caligmalara bilgimiz dahilinde rastlanmamustir, elde

edilen sonugclar ilk defa bu tez ¢aligmasiyla bildirilmektedir.
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4. GENEL DEGERLENDIRME

Genel olarak canli metabolizmasinda bir¢ok reaksiyon hidrofilik yani “su”
ortaminda gergeklesir ve dolayisiyla aktif bilesenlerin suda ¢oziinerek dagilimi ve atilimi
onemlidir. Bilindigi lizere ugucu yaglar lipofilik yapilarindan dolay1r suda smirh
¢cozlinlirliige sahiptir ve bu nedenle farmasotik, gida vb. alanlarda uygulamalar1 ve
kullanimlar1 teknolojik ag¢isindan siirlidir (Chouhan vd., 2017; Wright, 1991).
Inhalasyon haricinde, dogrudan veya farkli yollarda uygulandiklarinda cesitli toksik
etkileri olan ugucu yaglar, nanoemiilsiyonlar1 halinde formiile edildiklerinde su ile

seyrelmis ve stabil hale doniistiiriilebilmektedir (Barradas ve Holanda e Silva, 2021).

Mevcut tez ¢alismasi kapsaminda, Anadolu’da cesitli SSS hastaliklarinda halk
arasinda kullanilan bitkilerden Biberiye (Rosmarinus officinalis) toprak tistii kisimlar1 ve
kisnig (Coriandrum sativum) tohumlart hammadde olarak belirlenmistir. Ugucu yaglar
biyolojik aktivitelerinden dolay1 ilag¢ etken ve yardimci1 maddesi olarak saglik sektoriinde,
aromaterapide basarili orneklerle temsil edilmektedir. Bu amagla kullanilacak bitkisel
preparatlar ve yardimci maddeleri Farmakope standartlarinda olmak zorundadir. Bu
nedenle, potansiyel yeni formiilasyonlar gelistirmek iizere biberiye ve kisnis ugucu
yaglar1 Farmakope Kalitesinde temin edilmistir ve kromatografik analizleri yapilarak
kaliteleri teyit edilmistir. Daha sonra, ilgili ugucu yaglarin Y/S nanomemiilsiyonlari
hazirlanmistir. Bu sekilde, ucucu yaglarin uygulamalar1 ve formiilasyonlar1 sirasinda
problem olusturan ¢oziiniirliige baglh sinirlamalar biiytlik 6lgiide elimine edilmistir. Bu
tezin son asamasinda, biberiye ve kisnis ugucu yagi nanoemiilsiyonlarinin, SSS
hastaliklarinda  goriilen, 5-LOX kaynakli enflamasyon ve asetilkolinesteraz/
biitirilkolinesteraz kaynakli sinir sistemi fonksiyonunun tahribati tizerindeki olasi etkileri,
in vitro enzim inhibisyonu ¢aligmalariyla gésterilmistir. Giincel kaynaklarda biberiye ve
kisnis ugucu yaglarmin dogrudan santral sinir sistemi hedefli nanoemiilsiyon
formiilasyonlarinin hazirlanmasina ve biyolojik aktivitelerinin test edilmesine bilgimiz

dahilinde rastlanmamistir ve bu nedenle tez ¢alismasinin 6zgiin degerlerindendir.

Tez kapsaminda; diisiik enerjili ve kendiliginden emiilsiyonlagma yontemi olan su
titrasyonu kullanilmistir. Bu yontem karistirma altinda su titrasyonu prensibine
dayanmaktadir ve emiilsiyonlagma i¢in gerekli enerjiyi kendi sisteminden saglamaktadir.
Kendiliginden emiilsiyonlagma yontemi ile basit ve diisiik maliyetle nanoemiilsiyonlar
elde edilebilmektedir (McClements, 2021; 83rabi., 2021). Literatiirdeki bazi ¢calismalarda

Ugucu yaglarin nanoemiilsifikasyonunda daha kiiciik damlaciklar elde etmek icin yag
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fazinin 1sitilmasini gerektiren homojenizasyon, faz doniisiimii ve ultrasonikasyon gibi
yontemler kullanilmaktadir (Ghosh vd., 2013-1; Sugumar vd., 2014-2; Saranya vd.,
2012). Ancak, ugucu yaglarin igerdigi bir¢ok bilesen 1sitma ile kaybolacak ve ugucu yagin
icerigi degisime ugrayacaktir. Bu nedenle ucucu yaglarin nanoteknolojisi ile ilgili
caligmalarda 1sitma adiminin olmadigi kendiliginden emiilsiyonlagma gibi yontemlerin

kullanilmast daha dogru sonuglar verecektir.

Ugucu yaglarin DMSO, etanol, metanol vb. icerisinde ¢oziilerek biyolojik aktivite
calismalarinda kullanilmalarina literatiirde sik rastlanmaktadir (Mancianti ve Ebani,
2020; Darwish vd., 2020). Ancak, ¢oziicii miktarinin iyi ayarlanmadigi ve ugucu yagin
¢oziicli ile tam ¢oziilemedigi durumlarda aktivite ¢aligmalarinin sonuglart olumsuz
etkilenmektedir. DMSO ile ¢oziilen bir ugucu yag: distile su ile seyreltme asamasinda
bulaniklik olusmaktadir ve ¢ozelti hafif isinmaktadir. Olusan bulaniklik spektrometre ile
gergeklestirilen calismalarda yiiksek absorbans degerleri ile sonu¢lanmaktadir ve
numunenin aktivitesi yokmus gibi sonuglar vermektedir. Ugucu yaglar ile yapilan
calismalarda DMSO’nun seyreltilmesi sonucu isinma olugmasi ucucu yagin etkili
bilesenlerine zarar vererek fitokimyasal igerigini degistirebilmektedir. Coziicii ile
hazirlanan bir ugucu yag maksimum etki gosterse bile bu etkiyi gosterecek bir
formiilasyonda bulunmadik¢a bir degeri olmayacaktir. Ugucu yaglarin farmasotik ve
kozmetik uygulamalarinda; ugucu yag nanoemiilsiyon formiilasyonlari ile ¢oziintirliigiin

saglanmasi, aktivitenin gdsterilmesi ve stabilitenin korunmasi miimkiindiir.

Bu ¢aligsmalar, biberiye ve kisnis ugucu yaglarmin nanoemiilsifikasyonunun;
¢Oziinlirligliniin arttirilmasi ve formiilasyonu ile stabilitenin saglanmasi i¢in timit verici
bir yontem oldugunu gostemektedir. Ancak, nanoemiilsiyon formiilasyonlarinin
potansiyel SSS {izerindeki etkileri; stabilite, goriintileme ve hayvan modellerinde

biyolojik aktivite testleri gibi daha ileri ¢alismalarla desteklenmelidir.

Nanoemiilsiyonlar genel olarak giivenli kabul edilen (GRAS) farmasotik
sirfaktanlar ile hazirlanmaktadir. Sulu fazdaki siirfaktan tiirii ve konsantrasyonu
damlaciklarin birlesmesine karst iyi bir stabilite saglayacak sekilde secilmektedir.
Nanoemiilsiyonlarda diger emiilsiyon sistemlerine kiyasla daha az siirfaktan madde
gerekmektedir. Biliylilk miktarda siirfaktan kullaniomi  oral ve topikal olarak
uygulandiginda gastrointestinal tahrige ve cilt tahrisine neden olabilir. Kullanilacak

siirfaktanin  formiilasyondaki asgari konsantrasyonunun bulunmasi gerekir. Iyonik
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olmayan siirfaktanlar, iyonik siirfaktanlara gore nispeten daha az toksiktir (Setya vd.,

2014).

Su i¢inde yag emdiilsiyonlar1 su anda bir¢cok endiistriyel uygulamada en yaygin
olarak kullanilan emiilsiyon bazli dagitim sistemleridir. Yiiksek enerjili yaklasimlar su
anda gida endistrisinde emiilsiyon iiretmek ic¢in yaygin olarak kullaniimaktadir.
Nanoemiilsiyonlar ¢ok yonlii ve kullanigh ilag dagitim sistemleri olarak sayisiz uygulama
alaninda umut verici olmasina ragmen iiretiminde bazi sinirlamalar vardir. ilag ve gida
endiistrileri teknolojilerini nanoemiilsiyon iiretimine uyum saglayacak sekilde ayarlamak
zorundadir. Nanoemiilsiyon hazirlama zorlugunun ve liretiminde yer alabilecek yiiksek
enerji girdisinin etkisi maliyeti oldukca yiikseltmektedir (Lovelyn ve Attama, 2011;
85rabi., 2021).

Nanoemiilsiyonlarin ~ agizdan  alinmasiyla  iliskili, = metabolik  yollar
degistirebilmeleri ve iretiminde kullanilan bilesenlerin bazilarinin  potansiyel
toksisitesinin olmasi gibi riskler vardir. Arastirma laboratuvarlarinda gelistirilen
yaklagimlarin ¢ogu (Coziici yer degistirme yontemleri vb), endiistriyel {iretim
tesislerinde Ol¢ek biiyiitmek i¢in uygun degildir (Mitri vd., 2012). Bu dezavantajlara
ragmen Granalix BioTechnologies, hayvan modellerinde norodejenerasyon hastaliklarini
onledigi gosterilen nar ¢ekirdegi yagi nanoemiilsiyonu olan GranaGard™’1 ticari olarak
piyasaya siirmiistiir (Binyamin vd., 2015). Bunun yaninda, Therapeutics Solutions
International, Inc., diisiik enerjili emiilsifikasyon yontemleriyle resveratroliin daha gii¢lii
bir analogu olan stabil pterostilbene (75-90 nm) nanoemiilsiyonu olan ve ana bilesige
gore daha iyi c¢oziiniirliie ve stabiliteye sahip NanoStilbene™ patentini almistir

(Aswathanarayan ve Vittal, 2019).

Genel olarak, nanoemiilsiyonlarin igerdigi ¢ok kiiciik damlacik boyutlarinin
kullanimuyla ilgili, lipofilik bilesenlerin emilim derecesini veya yolunu degistirebilmeleri
gibi baz1 giivenlik endiseleri vardir. Nanoemiilsiyonlar gibi nanopartikiillerin sindirimden
sonraki potansiyel toksikolojik etkileri ve biyolojik akibeti agiklanmamistir (Lovelyn ve
Attama, 2011; McClements, 2021). Bu nedenlerle 6zellikle ugucu yaglarin ve ¢oziiniir

tiirevlerinin daha ileri ¢aligmalarina ihtiya¢ duyulmaktadir.
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EK 1.

EUROPEAN PHARMACOPOEIA 9.0

Figure 1304.-1. — Hlustration for identification fest B of
powdered herbal drug of coriander

TESTS

Foreign matter (2.8.2). Tt complies with the test, None of the
cremocarps show perforations due to insects.

Loss on (2.2.32): maximum 10.0 per cent, determined
on 1.000 g of the powdered herbal drug (355) (2.9.12) by
drying in an oven at 105 “C for 2 h.

Total ash (2.4.15): maximum 8.0 per cent.

ARSAY

Essential oil (2.8.12). Use a 500 mL round-bottomed flask,
200 mL of water R as the distillation liquid and 0.5 mL of
xylene R in the graduated tube. Reduce the herbal drug

to a coarse powder and immediately use 30.0 g for the
determination. Distil at a rate of 2-3 mL/min for 2 h.
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CORIANDER OIL

Coriandri aetheroleum
DEFINITION

Essential oil obtained by steam distillation from the fruits of
Coriandrum sativium L.

CHARACTERS

Appearance: clear, colourless or pale yellow liguid.

IDENTIFICATION
First identification: B.

Second identification: A.

A. Examine by thin-layer chromatography (2.2.27).
Test solution. Dissolve 10 plL of the substance to be
examined in 1.0 mL of toluene R,
Reference solution. Dissolve 10 pL of linalol R and 2 pL of
geranyl acetate R in 1.0 mL of toluene R.
Plate: TLC silica gel F,, plate R (5-40 pm) [or TLC silica
gel F,,, plate R (2-10 pm)].
Mobile phase: ethyl acetate R, toluene R (5:95 V/V).
Application: 10 puL [or 2 pL] as bands of 15 mm [or 8 mm)].
Development: over a path of 10 cm [or 6 cm].
Drying: in air for 5 min.
Detection: treat with anisaldehyde solution R and heat at
100-105 *C for 5 min; examine in daylight.

Results: see below the sequence of zones present in the
chromatograms obtained with the reference solution and
the test solution. Furthermore, other faint zones may

be present in the chromatogram obtained with the test
solution.

Top of the plate
A bluish-violel zone

Geranyl acetate: a viglet-blue
Zone

Linalol: an intense violet zone An intense violet zone (linalal)

A violet-blue zone

Reference solution Test solution

B. Examine the chromatograms obtained in the test for

chromatographic profile.

Results: the characteristic peaks in the chromatogram
obtained with the test solution are similar in retention time
to those in the chromatogram obtained with the reference

solution.

TESTS

Relative density (2.2.5): 0.860 to 0.880,
Refractive index (2.2.6): 1.462 to 1.470,
Optical rotation (2.2.7): + 7° to + 13°.

Acid valuoe (2.5.1): maximum 3.0, determined on 5.00 g of
the substance to be examined.

Chromatographic profile. Gas chromatography (2.2.28): use
the normalisation procedure.

Test solution, The substance to be examined.

Reference solution (a). Dissolve 10 pL of ¢-pinene R, 10 pL

of limenene R, 10 pL of y-terpinene R, 10 pL of p-cymene R,
10 mg of eamphor R, 20 pL of linalel R, 10 pL of a-terpineol R,
10 pL. of geranyl acetate R and 10 plL of geraniol R in 1 mL

of heptane R.

Reference selution (b). Dissolve 5 pL of geraniol R in heptane R
and dilute to 10 mL with the same solvent.

Column:
— material: fused silica;
— size: 1= 60 m, @ = 0.25 mm;

— stationary phase: macrogol 20 000 R (film thickness
0.25 pm).

Carrier gas: helium for chromatography R.
Flow rate: 1 mL/min.
Split ratio: 1:65.

1330
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Couch grass rhizome

Temperature:
Time Temperatare
(min) (*C)
Colamn 0-10 &
10-75 &0 < 190
T3 - 120 150
Injection port 220
Dietector 240

Detection: flame ionization.
Injection: 0.2 pL.

Elution order: order indicated in the composition of reference
solution (a). Record the retention times of these substances,

System suitability : reference solution (a):

— resolution: minimum 1.5 between the peaks due to linalo]
and camphor.

Using the retention times determined from the chromatogram
obtained with reference solution (a), locate the components
of reference solution (a) in the chromatogram obtained with
the test solution.

Determine the percentage content of each of these
components. The percenlages are within the following ranges:

— a-pinene: 3.0 per cent to 7.0 per cent;
— limonene: 1.5 per cenl to 5.0 per cent;
— y-terpinene: 1.5 per cent to 8.0 per cent;
— p-cymene: 0.5 per cent to 4.0 per cent;
— camphor: 3.0 per cent to 6.0 per cent;
— linalol: 65.0 per cent to 78.0 per cent;

— geranyl acetate: (.5 per cent to 4.0 per cent;
— geraniol: 0.5 per cent Lo 3.0 per cent;

— disregard limit: area of the peak in the chromatogram
obtained with reference solution (b) (0.05 per cent).

Chiral purity. Gas chromatography (2.2.28).

Test solution. Dissolve 0.02 g of the substance to be examined
in pentane R and dilute to 10 mL with the same solvent.

Reference solution, Dissolve 10 pL of linalol R and 5 mg of
borneol R in pentane R and dilute to 10 mL with the same
solvent

Column:
— material; fused silica;
— size: [=25m, @ =0.25mm;

— stationary phase: modified B-cyclodextrin for chiral
chromatography R (film thickness 0.25 pm).

Carrier gas: helium for chromatography R.
Flow rate: 1.3 mL/min.

Split ratio: 1:30.

Temperature:
‘Timme Temperatare
(min} )
Column Q-85 50+ 180
Injectlon port 230
Detector 230

Detection: flame ionisation.

Injection: 1 pL.
System switability: reference solution:

— resplution: minimum 5.5 between the peaks due to
{R)-linalol (1* peak) and (5)-linalol (2" peak) and
minimum 2.9 between the peaks due to (§)-linalol and
borneol (37 peak).

Limit: calculate the percentage content of (R)-linalol using
the expression:

Ag
Astag <100
A; = area of the peak due to (§)-linalol;
Ay = area of the peak due to (R)-linalol

— (R}-linalel; maximum 14 per cent,

STORAGE

At a temperature not exceeding 25 °C.

— 04/2011:1306

COUCH GRASS RHIZOME

DEFINITION

Whole or cut, washed and dried rhizome of Agropyron
repens (L.) PBeauv. (Elymus repens (L)) Gould); the
adventitious roots are removed.

IDENTIFICATION

A. The shiny yellowish, light brown or yellowish-brown
pieces of the rhizome are 2-3 mm thick and longitdinally
furrowed. At the nodes are the remains of very thin, more
or less branched roots and whitish or brownish scale-like
leaves; the internodes, up to 6 cm long, are furrowed and
hollow inside. The transverse section of the nodes shows
a yellowish medulla.

B. Microscopic examination (2.8.23), The powder is
whitish-yellow. Examine under a microscope using chloral
hydrate solution R. The powder shows the following
diagnostic characters (Figure 1306.-1): fragments of the
epidermis (surface view [A]) covered with a thick cuticle
and composed of rectangular and elongated, thick-walled
cells with pitted, slightly wavy walls, which usually alternate
with small, thin-walled, rounded or almost square twin
cells; fragments (transverse section [B]) showing the
epidermis [Ba] associated with thick-walled cells of the
hypodermis; fragments in transverse section [F] consisting
of endodermic cells with U-shaped thickening of the walls
[Fa] accompanied by pericyclic fibres [Fb]; numerous
fragments of moderately thickened fibres [C]; groups of
vessels [D, G] with slit-shaped pits [Da] or with spiral and
annular thickening [Ga), accompanied by fibres [Db, Gb];
numerous fragments of the cortical parenchyma and the
pith with slightly thickened and pitted cells [E].

General Notices (1) apply to all monographs and other texis
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underlying hypodermis composed of large, irregular cells
with thickened and beaded anticlinal walls [Fb]; fragments
of the lamina (transverse section [G]), showing the
epidermis covered by a very thick cuticle [Ga], hypodermal
cells extending across the mesophyll [Gb] at intervals,
separating 1 or 2 layers of palisade parenchyma into large,
crescent-shaped areas [Gc]; glandular trichomes of 2 types,
the majority with a short, unicellular stalk and a radiate
head composed of 8 cells (surface view [E], side view [H]),
others, less abundant, with a uni- or bicellular stalk and a
spherical, unicellular head [Ja, K].

TESTS

Foreign matter (2.8.2): maximum 5 per cent of stems and
maximum 2 per cent of other foreign matter.

Water (2.2.13): maximum 100 mL/kg, determined on 200 g
of the powdered herbal drug (355) (2.9.12).

Total ash (2.4.16): maximum 9.0 per cent.
ASSAY

Total hydroxycinnamic derivatives
Stock solution. To 0.200 g of the powdered herbal drug (355)

C. Thin-layer chromatography (2.2.27). (2.9.12) add 80 mL of ethanol (50 per cent V/V) R. Boil in
Test solution. Dissolve 20 pL. of the oil obtained in the assay mte;’-ba:lhﬁi:.ndfr iy reﬂll.tx ETnd'em"i_:' for 20 n?n.hﬁllurf
in 1 mL of hexane R. to cool and filter. Rinse t e filter wit 10 mL of ethanal
_ _ (50 per cent V/V) R. Combine the filtrate and the rinsings in a
Reference solution. Dissolve 5 mg of borneal R, 5 mg of volumetric flask and dilute to 100.0 mL with ethanol (50 per
bornyl acetate R and 10 pL of cineole Rin | mL of hexane R.  cent V/VI R,
Plate: TLC silica gel plate R. Test solution. To 1.0 mL of the stock solution add 2 mL
: . g5 of 0.5 M hydrochleric acid, 2 mL of a solution prepared
Mob:lis plhase. sthyl acetate R, toluene R (5:95 V/V). by dissolving 10 g of sodium nitrite R and 10 g of sodium
Application: 10 pL as bands. molybdate R in 100 mL of water R, and then add 2 mL of
Development: over a path of 15 cm. dilute sodium hydroxide solution R and dilute to 10.0 mL with
Drying: in air. water R mg. ) i _
Detection: treat with anisaldehyde solution R, heat at Compensation solution. Dilute 1.0 mL of the stock solution to
100-105 °C for 10 min and examine in daylight, 10.0 mL ‘_'"th witter R.
) Measure immediately the absorbance (2.2.25) of the test
Results: see below the sequence of zones present in the solution at 505 mm.
ﬁ:oﬁm: obtrined with the reference sotution and Calculate the percentage content of total hydroxycinnamic
: derivatives, expressed as rosmarinic acid, using the following
Top of the plate expression:
A red zone Ax2.5
Bornyl acetate: a yellowish-brown | A yellowish-brown zone of low m
zone intensity ie taking the specific absorbance of rosmarinic acid to be 400.
A coloured zone of low imtensity | 4 —  ghsorbance of the test solution at 505 nm;
I | ]
Reference solution | Test solution | \ 01/2008:1846
D. Thin-layer chromatography (2.2.27). %
Test solution. Grind 1.0 g of the herbal drug in 10 mL of
methanol R and filter.
Reference: selution. Digsolve 1.0 mg of raﬂgi'c deid B and ROSEMARY OIL
5.0 mg of rosmarinic acid R in 10 mL of methanol R. L.
Plate: TLC silica gel plate R. Rosmarini aetheroleum
Mobile phase: anhydrous formic acid R, acetone R, DEFINITION
miethylene chioride R (8.5:25:85 V/V/V). Essential oil obtained by steam distillation from the flowering
A;Epﬁ:ah'an: 10 pL of the test solution and 20 pL of the aerial parts of Rosmarinus officinalis L.
reference solution, as bands. . . )
CHARACTERS
Development: over a path of 8 cm. ) o
o ppearance: clear, mobile, colourless or pale yellow liquid.
o i A 1 bile, colourl ale yellow liquid
Tymg: i alr Characteristic odour.
Detection: examine in ultraviolet light at 365 nm.
Results: see below the sequence of zones present in the IFJEFTIFI::_ATFON
chromatograms obtained with the reference solution and  First identification: B.
the test solution. Second identification: A,
Top of the plate A. Thin-layer chromatography (2.2.27).
A pink fucrescent zote Test solution. Dissolve 0.5 mL of the substance to be
examined in toluene R and dilute to 10 mL with the same
Caffeic acid: a light blus A blue Quorescent zons of low solvent,
fAnorescent zone Intensty . X
o ) ) Reference solution. Dissolve 50 mg ol borneol R, 50 mg of
mmz‘::n‘: a light blue ?;:"e““ light blue fluorescent bornyl acetate R and 100 pL of cineole R in toluene R and
Reference salati Tort solath dilute to 10 mL with the same solvent.
slerence folution est solution Plate: TLC silica gel plate R.
1500 See the information section on general monagraphs (cover pages)
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Mobile phase: ethyl acetate R, toluene R (5:95 V/V). Temperature:
Application: 10 pL, as bands. Time Temperature

— . {min} ]
Development: over a path ol 15 cm. prm— b 10 20
Drying: i air. 10 - 85 50 5 300
Detection: spray the plate with vanillin reagent R and heat 85 - 110 200
the plate at 100-105 °C for 10 min. Examine immediately
in daylight, Injection port 200

Dietector 250

Results: see below the sequence of the zones present in
the chromatograms obtained with the reference solution
and the test solution. Furthermore, several violet-blue to
violet-grey zones of medium intensity {terpene alcohols)
are present in the lower third of the chromatogram
obtained with the test solution,

Top of the plate

An intensse violet zone
A violetagrey zome

Bornyl acetate: a bluish-grey rone
of low utensity

A bluish-grey zone of low
intensty (bornyl acetate]

A violel pink sone

Cinecle: an intense blue zone Ag intease Hlue 2one (dnsols)

A violet <blue zone of medium
intenzity {horneol)

Borneol: a vielet-blue zone of
medium intenzity

Relerence solulion Test salution

B. Examine the chromatograms oblained in the test for
chromatographic profile,

Reswlts: the characteristic peaks in the chromatogram
obtained with the test solution are similar in retention tme
to those in the chromatogram obtained with the reference
solution.

TESTS

Relative density (2.2.5): 0.895 1o 0.920,
Relfractive index (2.2.6): 1.464 to 1.473,
Optical rotation (2.2.7): — 57 to + 87,
Acid value (2.5.1): maximum 1.0,

Chromatographic profile. Gas chromatography (2.2.28): use
the normalisation procedure.

Test solution. Dissolve 0.20 mL of the substance to be
examined in hexane B and dilute to 10.0 mL with the same
solvent.

Re_fi:rcn:g: solution. Dissolve 20 ul, nfu-lﬁl'nene R, 10 mg aof
camphene B, 20 pL of #-pinene B, 10 pL of f-myrcene R,

20 uL of limonene R, 50 pL of cineole B, 10 pL of p-cymene B,
50 mg of camphor R, 30 mg of bornyl acetate B, 10 mg of
w-terpineal R, 10 mg of borneol R and 10 pL of verberone R in
hexane R and dilute to 10.0 ml with the same solvent.

Column:
— material: fused silica,

— size: ] =30 m (a film thickness of 1 pm may be used) to 60 m
(a film thickness of 0.2 pm may be used), @ = 0.25-0.53 mm,

— stationary phase: MHETUR(FJ 200008
Carrier gas: helium for chromatography R.
Flow rate: 1 mL/min.

Split ratio: 1:50.

Detection: flame ionisation,
Injection: | pl.

Elution order: order indicated in the composition of the
reference solution. Hecord the retention times of these
substances.

System suitabilify: relerence solution:

— resolution: minimum 1.5 between the peaks due to
limonene and cineole and minimum 1.5 between the peaks
due to a-terpineol and borneol.

Using the retention limes determined from the chromalogram
obtained with the reference solution, locate the components
ol the reference solution in the chromatogram obtained with
the test solution,

Determine the percenlage content of these components.

For rosemary oil, .‘ipani:.‘h type, the percentages are within the
following ranges:

— a-pinene: 18 per cent to 26 per cent,

— camphene: 8.0 per cent to 12.0 per cent,

— Bpinene: 2.0 per cent to 6.0 per cent,

— Iﬂ—myr:zne: 1.5 per cent 1o 5.0 per cent,

— limonene: 2.5 per cent to 5.0 per cent,

— cineole: 16,0 per cent to 25.0 per cent,

— p=cymene: 1O per cent to 2.2 per cent,

— camphor: 13.0 per cent to 21.0 per cent,

— bornyl acetate: 0.5 per cenl Lo 2.5 per cenl,
— a-terpineol: 1.0 per cent to 3.5 per cent,

— borneol: 2.0 per cent to 4.5 per cent,

— verbenone: (.7 per cent to 2.5 per cent.

For rosemary oil, Moroccan and Tunisian type, the percentages
are within the i'u]lowmg ranges:

— a-pinene: 9.0 per cent to 14.0 per cent,
— camphene: 2.5 per cent to 6.0 per cent,
— B-pinene: 4.0 per cent to 9.0 per cent,
— Bomyreene: 1.0 per cent to 2.0 per cent,
— limonene: 1.5 per cent to 4.0 per cent,
— cineole: 38,0 per cent to 535.0 per cent,
— pecymene: .8 per cenl Lo 2.5 per cent,
— camphor: 5.0 per cent to 13.0 per cent,
— bornyl acetate: 0.1 per cenl 1o 1.5 per cent,
— a-terpineol: 1.0 per cent to 2.6 per cent,
— borneel: 1.5 per cent to 5.0 per cent,

— verberione: maximum 0.4 per cent.

STORAGE

At a temperature not exceeding 25 *C.

LABELLING

The label states that the content is Spanish type or Moroccan
and Tunisian type.

General Notices (1) apply to all monographs and other texts
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Sesame oil, refined

Test solution. Dissolve 55.0 mg of the substance to be
examined in the mobile phase and dilute to 50.0 mL with the
mobile phase. Dilute 5.0 mL of this solution to 100.0 mL with
the mobile phase.

Reference solution. Dissolve 55.0 mg of serfraline
hydrochloride CRS in the mobile phase and dilute to 50.0 mL
with the mobile phase. Dilute 5.0 mL of this solution to
100.0 mL with the mobile phase.

Column:
— size: [=0.15m, @ = 3.9 mm;

— stationary phase: octadecylsilyl silica gel for
chromatography R (4 pm);

— temperature: 30 *C.

Mobile phase: methanel R, buffer solution, acetonitrile R
(15:40:45 V/V/V).

Flow rate: 1.8 mL/min.

Detection: spectrophotometer at 254 nm.

Injection: 20 pl.

Run time: twice the retention time of sertraline.

Retention time: sertraline = about 1.9 min.

Calculate the percentage content of C,H,,CLN taking into
account the assigned content of sertraline hydrochleride CRS.
STORAGE

Protected from light.

IMPURITIES
Specified impurities: A, B, C, D, E, E, G.

HC-NHH
s
CT )

=~
ci ol

A, (1RS,48R)-4-(3.4-dichlorophenyl)-N-methyl-1,2,3,4-
tetrahydronaphthalen-1-amine,

H HN=CHy
"4

and anantinmar

B. (LRS,4RS)-N-methyl-4-phenyl-1,2,3,4-tetrahydro-
naphthalen-1-amine,

H HN=CHy,

90

oy
and snandinmar

C. (1RS,4RS)-4-(4-chlorophenyl)-N-methyl-1,2,3,4-
tetrahydronaphthalen-1-amine,

H HN—CH;

)

A Eia e

D. (1RS.4RS5)-4-(3-chlorophenyl)-N-methyl-1,2,3,4-
tetrahydronaphthalen-1-amine,

[\:’]\r.» CogH

H OH

E. (2R)-hydroxyphenylacetic acid ((R)-mandelic acid),

E (4R)-4-(3,4-dichlorophenyl)-3,4-dihydronaphthalen-
1{2H)-one,

H HN—CHy

G. (1R.4R)-4-(3.4-dichlorophenyl)-N-methyl-1,2,3,4-
tetrahydronaphthalen-1-amine (sertraline enantiomer).

01/2010:0433
corrected 6.7

SESAME OIL, REFINED

Sesami oleum raffinatum

DEFINITION

Fatty oil obtained from the ripe seeds of Sesamum indicum L.
by expression or extraction. It is then refined. Improved
colour and odour may be obtained by further refining. It may
contain a suitable antioxidant.

CHARACTERS

Appearance: clear, light yellow liquid, almost colourless.
Solubility: practically insoluble in ethanol (96 per cent),
miscible with |isht pctwlcum,

Relative density: about 0,919

Refractive index: about 1.473.

It solidifies to a butter-like mass at about — 4 °C.

IDENTIFICATION

First identification: A.

Second identification: B.

A, Composition of triglycerides (see Tests).

B. %demi;ﬁcuion of fatty oils by thin-layer chromatography
2.3.2).

General Notices (1) apply to all monographs and other texts
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Results: the chromatogram obtained is similar to the
corresponding chromatogram shown in Figure 2.3.2-1.

TESTS

Acid value (2.5.7): maximum 0.5, determined on 10.0 g;
maximum 0.2 i intended for use in the manufaciure of

parenteral preparations.

Peroxide value (2.55): maximum 10.0; maximum 5.0 if
intended for use in the manuflacture of parenteral preparations.

Unsaponifiable matter (2.5.7): maximum 2.0 per cent,

determined on 5.0 g.

Alkaline impurities (2.4./9), It complies with the test for

alkaline impurilies in [ally oils.

Cottonseed oil, Mix 5 mL in a test-tube with 5 mlL of 2

5 reference solutions by dilution of this solution so as to cover
concentralions ranging from the disregard limit (0.5 per cent)

to the upper limit for OLL (30,0 per cent).

Plot the logarithm ol the area of the peak due 1o triolein
against the logarithm of the concentration of triolein in the
reference solution.

Colupn: 2 columns coupled in series:
— size of each column: 1= 025m, @ = 4 mm;

— stativnary phase: octadecylsilyl silica gel for
chromatography R (4 pm).

Mobile phase:

— mobile phase A: acetone R, methylene chloride R,
acetoritrile B (5:15:80 V'V,

mixture of equal volumes of pentanol R and a 10 g/L solution  _ mobile phase B: acetone R, acetenitrile R, methylene

of sulfur R in carbon disulfide B, Warm the mixture carefully chloride R (20:20060 VAV/VY;

uniil the carbon disulfide 15 expelled, and immerse the wbe 1o

1/3 of its depth in boiling saturated sodium chioride solution R. Time Mohile phase A Mobile phase B
No reddish colour develops within 15 min. (mnin) [per cent V/V) {per cent V/V)
Composition of triglycerides. Liquid chromatography o3 1 73 035
(2.2.29). 15 - 25 75 25

Test solution. Dilule 50.0 mg of the substance (o be examined 35 - 70 5 50 35 2 100
to 10,0 mL with a mixture of equal volumes of acetone K and

methylene chloride R f0-75 0> 100 103 » 0
quf'grgnrg solutions, Dissalve 80.0 mg ol triolgin R in a mixture 75 - 80 oo 0

of equal volumes of acefone R and methylene chloride R and

dilute 1o 50.0 mL with the same mixture of solvents. Prepare  Flow rafe: 1.0 mL/min.

'5 ‘s
|
; 11012
ol
T
r ‘14
|
R
i P
I lli ‘9’
| | ! 1|r
)
[ [ (s 18
. 18/t 21
2 Ju_JeUl leties

1. LLLn 4. OLLa 7. BLL
2, OLnla 5 OLL & 0L
3, LLL & O0Ln 9, SLL

T T T T T T 1
0 36 40 45 B0 65 G0 min

1, POL 13, SOL La PPOY 19, 85I
11, PPL 14, PO 17, SO0 20, BPS
12, 000 15 PSL 18 PSO 21, 850

Figure 0433.-1. — Chromatogram jor the composition of triglycerides in refined sesame oil

See the informalion section on general monographs (cover pages)
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Sevoflurane

Detection: evaporative light-scattering detector; the following

settings have been found to be suitable; if the detector has

different setting parameters, adjust the detector settings so as

to comply with the system suitability criterion:

— carrier gas: nitrogen R;

— flow rate: 0.7 Limin;

— evaporator temperature: 85 °C;

— nebuliser temperature: 45 °C.

Injection: 20 pL.

Identification of peaks: use the chromatograms obtained with

the reference solutions to identify the peak due to triolein;

identify the other peaks using the chromatogram shown in

Figure 0433.-1, The fatty acids are designated as linolenic (Ln),

linoleic (L), oleic (0), palmitic (P) and stearic (S).

System suitability: test solution:

— resolution: minimum 1.5 between the peaks due to 000
(triolein) and SOL.

Using the calibration curve obtained with the reference

solutions, determine the percentage content of each peak with

an area greater than that of the peak corresponding to the

disregard limit (0.5 per cent). Assuming that the sum of these

percentage contents is 100 per cent, normalise the percentage

content of each of the 8 triglycerides specified below.

Composition of triglycerides:

— LLL: 7.0 per cent lo 19.0 per cenl;
— OLL: 13.0 per cent to 30.0 per cent;
— PLL: 5.0 per cent to 9.0 per cenl;

— OOL: 12.0 per cent to 23.0 per cent;
— POL: 6.0 per cent to 14.0 per cent;
— 000: 5.0 per cent to 14.0 per cent;
— S0L: 2.0 per cent Lo 8.0 per cenl;

— POO: 2.0 per cent to 10.0 per cent.

Water (2.5.32): maximum 0.1 per cent, determined on 1.00 g.
STORAGE

In an airtight, well-filled container, protected from light; if

intended for use in the manufacture of parenteral preparations
store under an inert gas in an airtight container.

When the container has been opened, its conlents are o be
used as soon as possible. Any part of the contents not used at
once is protected by an atmosphere of an inert gas.

LABELLING

The label states:

— whether the oil is obtained by expression or extraction;
— where appli:abl:, that the substance is suitable for use in

the manufacture of parenteral preparations;
— where applicable, the name of the inert gas used.

”

04/2016:2269

SEVOFLURANE
Sevofluranum
CFy
A
707 e
C,H,F,0 M, 200.1
[28523-86-6]
DEFINITION

1,1,1,3,3,3-Hexalluoro-2-(fluoromethoxy) propane.

CHARACTERS

Appearance: clear, colourless, volatile liquid.

Selubility: slightly soluble in water, miscible with ethanol
(96 per cent).

Relative density: about 1.52,

bp: about 59 °C.

It is non-flammable.

It decomposes in the presence of Lewis acids; this
decomposition is inhibited by water in sufficient quantity.

IDENTIFICATION

Infrared absorption spectrophotometry (2.2.24).
Preparation: examine the substance in the gaseous stale or
in the liquid state.

Comparison: sevaflurane CRS.

TESTS

Acidity or alkalinity. Introduce 20.0 mL of the substance to
be examined and 20 mL of carbon dioxide-free water R into a
separating funnel, shake for 3 min and allow to stand. Collect
the aqueous upper layer and add 0.2 mL of bromocresol purple
solution R. Not more than 0.10 mL of 0.01 M sodium hydroxide
or (L60 mL of 0.01 M hydrochloric acid is required to change
the colour of the indicator.

Refractive index (2.2.6): 1.2745 to 1.2760.

Related substances. Gas chromatography (2.2.28).

Internal standard; methylal R.

Test solution. Introduce 20.0 mL of the substance to be
examined into a vial and seal with a cap and septum. Using

a microsyringe, add 5 puL of the internal standard and mix
thoroughly.

Reference solution (q). Iu_tmdw;e_ 20 ml o_ferk__ylcm.* clrig:-rl_'de R

into a screw-cap vial and immediately seal with a cap and

septum. Using a microsyringe, add about 20 pL of the

substance to be examined. Record the quantity added, in

milligrams, of the substance to be examined (M,). Then, using

a microsyringe, add about 20 pL of the internal standard.

Record the quantity added, in milligrams, of the internal

standard (M),

Reference solution (B): sevoflurane CRS (containing

impurities A and B).

Reference solution (c). Iniroduce 20.0 mL of ethylene

chloride R into a vial and seal with a cap and septum. Using a

microsyringe, add 20 pL of the substance to be examined and

mix thoroughly. Dilute 0.5 mL of this solution to 100.0 mL

with ethylene chloride R.

Colupn:

— materinl: fused silica;

— size: | =30 m, @ = 032 mm;

— stationary phase: poly[(cyanapropyl)(phenyl)][dimeth-
plsiloxane R (film thickness 3 pm).

Carrier gas: helium for chromatography R.

Flow rate: 1.0 mL/min.

Split vatio: 1:20.

Temperature:
Time Temperature
{min) ]
Column 0-10 40
10- 26 40 4 200
26 - 40 00
Injection port 00
Detector 115

Detection: flame ionisation.
Injection: 2 pl.

General Notices (1) apply to all monographs and other texts
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EK 2.

Tablo E1. Kisnis ucucu yagi:Tween 20 (1:9; a:a) emiilsiyonlarimin dis goriiniisleri, bulamklik, damlacik boyutu, PDI ve zeta potansiyel sonuglart

Stabilite ¢calismalar: sonrasi

Yag:siirfaktan Absorbans Damlacik . Zeta
(1:9) 1. glin Santrif (600 nm) | boyutu (nm) Fol potansiyel Damlacik PDI Zeta
boyutu (nm) potansiyel
K1-1 Akiskan, seffaf - - - - - - - -
K1-2 Yogun, bulanik X 0,057 11,45+0,54 0,308+0,006 -5,44+0,17 - - -
K1-3 Yogun, bulanik X 0,056 95,30+31,57 0,212+0,028 -5,60+0,495 - - -
K1-4 Yogun, seffaf X 0,057 11,32+1,64 | 0,321+0,021 | -6,20+0,346 11,93+0,76 | 0,322+0,02 | -3,26+0,06
K1-5 Yogun, seffaf X 0,056 32,18+8,768 0,391+0,026 - - - -
K1-6 Yogun, seffaf X 0,057 526,5+72,05 0,588+0,068 - - - -
K1-7 Akiskan, seffaf X 0,058 79,25+57,31 0,471+0,059 - - - -
K1-8 Akiskan, seffaf X 0,057 149,5+156,3 0,566+0,175 - - - -
K1-9 Akiskan, seffaf X 0,059 387,9+69,95 0,512+0,017 - - - -
K1-10 Akiskan, seffaf X 0,058 688,9+122,5 0,884+0,201 - - - -
-: Olgiim yapilmadi

x: Degisiklik yok




Tablo E2. Kisnis ucucu yagi:Tween 20 (2:8; a:a) emiilsiyonlarimn duis gériiniisleri, bulaniklik, damlactk boyutu, PDI ve zeta potansiyel sonuglar

Damlacik Stabilite ¢alismalari sonrasi
Yag:siirfaktan Absorbans . Zeta
1.giin Santrifiij boyutu PDI )
(2:8) (600 nm) potansiyel Damlacik . Zeta
(nm) PDI .
boyutu (nm) potansiyel
K2-1 Akiskan, seffaf - - - - - - - -
K2-2 Yogun, bulanik Faz ayrim1 - - - - - - -
K2-3 Akiskan, seffaf X 0,058 31,67£9,27 | 0,147+0,067 -14,6+0,212 16,70+0,2 0,505+0,01 -
K2-4 Akiskan, seffaf X 0,056 10,74+0,23 | 0,216+0,016 -11,5+2,79 11,97+0,82 | 0,338+0,045 -4,64+0,04
K2-5 Akiskan, seffaf X 0,056 11,86+0,47 | 0,259+0,017 | -9,875+1,45 | 11,18+0,5685 | 0,196+0,03 -7,03+0,552
K2-6 Akiskan, seffaf X 0,057 14,69£1,69 | 0,309+0,024 - 18,13+6,187 0,376+0,079 -
K2-7 Akiskan, seffaf X 0,057 62,41+29.86 | 0,457+0,111 - - - -
K2-8 Akiskan, seffaf X 0,059 154,9+65,31 | 0,716+0,023 - - - -
K2-9 Akiskan, seffaf X 0,057 240,1+£34,32 | 0,490+0,146 - - - -
K2-10 Akiskan, seffaf X 0,057 816,3+46,36 | 0,734+0,077 - - - -
-: Olgiim yapilmadi

X: Degisiklik yok




Tablo E3. Kisnis ugucu yagi:Tween 20 (3:7; a:a) emiilsiyonlarimin dis goriiniigleri, bulanikitk sonuglar

Stabilite calismalar: sonrasi

Yag:siirfaktan Absorbans | Damlacik . )
37 1. giin Santrifiij (600 nm) boyutu PDI Zeta potansiyel T—— . Seta
boyutu Fol potansiyel

K3-1 Akisgkan, seffaf - - - - - - - -
K3-2 Akiskan, bulanik | Faz ayrimi - - - - - - -
K3-3 Akigkan, seffaf X - 17,45+0,055 | 0,467+0,007 - - - -
K3-4 Akigkan, geffaf X - 14,44+0,1833 | 0,316+0,029 -4,59+0,990 120,5+1,115 | 0.367+0.155 -
K3-5 Akiskan, geffaf X - 11,65+0,5011 | 0,165+0,064 -9,63+0,516 70,47+1,863 | 0,678+0,043

K3-6 Akiskan, bulanik | Faz ayrimi - - - - - - _
K3-7 Akiskan, siit Faz ayrimi - - - - - - -
K3-8 Akiskan, siit Faz ayrimi - - - - - - -
K3-9 Akiskan, siit Faz ayrimi - - - - - - -
K3-10 Akaskan, siit Faz aymm, - - - . . . .

kremalasma
-: Olgiim yapilmadi

x: Degisiklik yok




Tablo E4. Biberiye ugucu yagi: Tween 20 (1:9; a:a) emiilsiyonlarinin dig goriiniisleri, bulaniklik, damlacik boyutu, PDI ve zeta potansiyel sonuglart

Yag: Stabilite calismalar: sonrasi

Siirfaktan 1. giin Santrifiij Absorbans Damlacik PDIi zeta D
_ (600 nm) boyutu (nm) potansiyel amlacik PDI Zeta

(1:9) boyutu (nm) potansiyel
R1-1 Akiskan, seffaf - - - - - - - -
R1-2 Yogun, yar1 seffaf X 0,057 10,36+0,046 0,291+0,005 | -12,85+0,495 - - -
R1-3 Yogun, seffaf X 0,057 28,39+13,30 | 0,339+0,033 | -9,61+0,686 | 15,05+0,199 | 0,340+0,036 | -6,42+1,38
R1-4 Yogun, seffaf X 0,057 50,17+18,06 0,541+0,043 - - - -
R1-5 Yogun, seffaf X 0,056 31,88+15,67 0,277+0,083 | -11,08+2,150 | 25,79+20,66 0,409+0,085
R1-6 Akiskan, seffaf X 0,057 294,5+160,5 0,598+0,164 - - - -
R1-7 Akiskan, seffaf X 0,057 515,7+93,26 0,564+0,031 - - - -
R1-8 Akiskan, seffaf X 0,058 113,0+58,55 0,373+0,024 - - - -
R1-9 Akiskan, seffaf X 0,059 484,9+173,4 0,676+0,117 - - - -
R1-10 Akiskan, seffaf X 0,057 722,6+342,2 0,832+0,150 - - - -
-: Olgiim yapilmadi

x: Degisiklik yok




Tablo E5. Biberiye ugucu yagi: Tween 20 (2:8; a:a) emiilsiyonlarinin dig goriiniisleri, bulaniklik, damlacik boyutu, PDI ve zeta potansiyel sonuglart

Stabilite ¢calismalar: sonrasi
Yag:siirfaktan Absorbans Damlacik . Zeta
) 1. giin Santrifiij b PDI vl Damlacik
(2:8) (600 nm) oyutu (nm) potansiye PDI Zeta potansiyel
boyutu (nm)

Akiskan, seffaf,
R2-1 - - - - - - - -

¢cozinmis
R2-2 Yogun, yar1 seffaf X 0,057 17,14+0,82 0,356+0,019 - - - -
R2-3 Yogun, bulanik X 0,059 14,77+£1,797 0,358+0,057 - - - -
R2-4 Yogun, bulanik X 0,057 25,77£8,214 0,432+0,032 - - - -
R2-5 Yogun, seffaf X 0,057 32,17+18,76 | 0,338+0,025 | -8,48+0,919 | 30,98+9,69 | 0.319+0.006 -1.18+0.63
R2-6 Akiskan, seffaf X 0,058 198,2+125,3 0,596+0,356 - - - -
R2-7 Akiskan, seffaf X 0,057 73,20+61,76 0,363+0,048 - - - -
R2-8 Akiskan, seffaf X 0,055 63,24+13,89 0,529+0,044 - - - -
R2-9 Akigkan, seffaf X 0,057 657,3+£112,3 0,611+0,048 - - - -
R2-10 Akigkan, seffaf X 0,058 458,1+49,85 0,725+0,139 - - - -

-: Olgiim yapilmadi

x: Degisiklik yok



Tablo E6. Biberiye ucucu yagi:Tween 20 (3:7; a:a) emiilsiyonlarinin dis goriiniisleri, bulaniklik, damlacik boyutu, PDI ve zeta potansiyel sonuclari

x: Degisiklik yok

Yag:siirfaktan 1. giin Santrifii Absorbans Damlacik PDI
(3:7) (600 nm) boyutu (nm)

R3-1 Akigkan, seffaf, ¢oziinmiis - - - -

R3-2 Akigkan, yar1 seffaf X 0,067 472,0£127,2 0,555+0,091
R3-3 Yogun, seffaf X 0,075 14,32+0,38 0,384+0,019
R3-4 Yogun, bulanik Faz ayrimi - - -

R3-5 Yogun, seffaf X 0,083 85,02+70,06 0,586+0,22
R3-6 Akiskan, bulanik Kremalagsma - - -

R3-7 Akigkan, yar1 seffaf Kremalagsma - - -

R3-8 Akigkan, yar1 seffaf Kremalagsma - - -

R3-9 Akigkan, yar1 seffaf Kremalagsma - - -
R3-10 Akiskan, seffaf Kremalagma - - -

-: Olgiim yapilmadi




Tablo E7. Esit oranda biberiye ugucu yag1 ve kisnis ucucu yagi iceren emiilsiyonlarmin dis goriiniisleri, bulaniklik, damlacik boyutu, PDI ve zeta potansiyel sonugclari

[Yag:Tween 20 (1:9; a:a)]

Stabilite ¢alismalari sonrasi

Yag:siirfaktan Absorbans Damlacik . Zeta

1. giin Santrifiij PDI . Damlacik Zet

(1:9) (600 nm) boyutu (nm) potansiyel amiaci PDI tla
boyutu (nm) potansiyel
RK1-1 Akigkan, seffaf - - - - - - - -
RK1-2 Yogun, bulanik Faz ayrimi - - - - - - -
RK1-3 Yogun, yari seffaf X 0,059 21,07+8,57 0,348+0,019 | -10,9+1,13 14,831,905 | 0,477+0,064 -
RK1-4 Yogun, seffaf X 0,057 15,20+2,39 0,324+0,035 | -12,7+0,141 | 14,15+0,6846 | 0,408+0,039 -
RK1-5 Yogun, seffaf X 0,058 17,76+5,36 0,278+0,064 | -10,3+£0,559 | 362,1+24,80 | 0,448+0,083 -
RK1-6 Akiskan, seffaf X 0,057 122,2+58,08 | 0,433+0,070 - - - -
RK1-7 Akiskan, seffaf X 0,059 367,6+£126,7 | 0,475+0,048 - - - -
RK1-8 Akiskan, seffaf X 0,057 202,0+131,8 | 0,451+0,102 - - - -
RK1-9 Akiskan, seffaf X 0,057 271,2496,09 | 0,561+0,154 - - - -
RK1-10 Akiskan, seffaf X 0,057 1267+£160,61 | 0,744+0,056 - - - -
-: Olgiim yapilmadi

x: Degisiklik yok




Tablo E8. Esit oranda biberiye ucucu yag ve kisnis u¢ucu yagi iceren emiilsiyonlarinin dis goriiniisleri, bulaniklik, damlacik boyutu, PDI ve zeta potansiyel sonug¢lar
[Yag:Tween 20 (2:8)]

Stabilite calismalar: sonrasi
Yag:siirfaktan Absorbans | Damlacik . Zeta
1. giin Santrifiij PDI . Damlacik . Zeta
(2:8) (600 nm) | boyutu (nm) potansiyel PDI .
boyutu (nm) potansiyel

RK2-1 Akigkan, seffaf - - - - - - - -
RK2-2 Yogun, bulanik Faz ayrimi - - - - - - -
RK2-3 Akigkan, seffaf X 0,061 10,48+0,157 | 0,247+0,009 | -5,20+1,95 | 18,92+2,012 | 0,510+0,029 -
RK2-4 Yogun, yari seffaf X 0,058 19,48+6,195 | 0,443+0,045 - - - -
RK2-5 Yogun, bulank X 0,063 47,31+1,044 | 0,536+0,010 - - - -
RK2-6 Akiskan, seffaf X 0,063 178,0+£58,61 | 0,920+0,139 - - - -
RK2-7 Akiskan, seffaf X 0,058 197,7£166,0 | 0,769+0,211 - - - -
RK2-8 Akigkan, seffaf X 0,059 667,5+53,95 | 0,913+0,080 - - - -
RK2-9 Akigkan, seffaf X 0,059 1000+181,1 | 0,864+0,163 - - - -
RK2-10 Akiskan, seffaf X 0,057 1107+118,6 | 0,855+0,139 - - - -
-: Olgiim yapilmadi

x: Degisiklik yok




Tablo E9. Esit oranda biberiye ugucu yagi ve kisnis ucucu yagi iceren emiilsiyonlarinin dis gériiniisleri, bulaniklik, damlactk boyutu, PDI ve zeta potansiyel sonuglari
[Yag:Tween 20 (3:7, a:a)]

Yag:siirfaktan Absorbans | Damlacik . Zeta Stabilite ¢ahismalary sonrass

(3:7) L. glin Santrifij (600 nm) | boyutu (nm) Fol potansiyel Damlacik PDI Zeta
boyutu (nm) potansiyel

RK3-1 Akiskan, seffaf - - - - -

RK3-2 Yogun, bulanik Faz ayrimi - - - -

RK3-3 Akiskan, geffaf X 0,074 12,87+0,395 | 0,235+0,046 | -2,815+0,474 | 26,87+0,451 | 0,580+0,062

RK3-4 Yogun, yar seffaf X 0,083 14,6+1,73 0,352+0,014 -9,90+1,56 28,89+2,529 | 0,689+0,02

RK3-5 Yogun, bulanik X 0,066 384,2+462,91 | 0,419+0,014 -

RK3-6 Akiskan, seffaf X 0,069 70,86x14,77 | 0,771+0,055 -

RK3-7 Akigkan, bulanik Faz ayrimi - - - -

RK3-8 Akigkan, siit Kremalagsma - - - -

RK3-9 Akigkan, siit Kremalagsma - - - -

RK3-10 Akigkan, siit Kremalagsma - - - -

-: Olgiim yapilmadi

x: Degisiklik yok




Tablo E10. Oleik asit: Tween 20 (1:9; a:a) emiilsiyonlarinin dis goriiniisleri, bulantklik, damlacik boyutu, PDI degerleri

Yag:siirfaktan (1:9) 1. giin Santrifiij | Absorbans (600 nm) | Damlacik boyutu (nm) PDIi
01-1 Yogun, seffaf - - - -

01-2 Yogun, bulanik | Faz ayrimi - - -

01-3 Yogun, bulanik | Faz ayrimi - - -

014 Yogun, seffaf X 0,065 25,65+0,73 0,452+0,064
01-5 Yogun, seffaf X 0,060 23,99+0,17 0,495+0,013
01-6 Yogun, seffaf X 0,060 23,89+0,47 0,423+0,067
01-7 Akiskan, seffaf X 0,068 26,24+0,19 0,351+0,01
01-8 Akiskan, seffaf X 0,059 27,37+0,34 0,434+0,054
01-9 Akiskan, seffaf X 0,060 33,04+0,69 0,553+0,016
01-10 Akiskan, seffaf X 0,063 48,22+11,44 0,608+0,168

-: Olgiim yapilmadi

x: Degisiklik yok.

Tablo E11. Oleik asit:Tween 20 (2:8; a:a) emiilsiyonlarmmin dig gériiniisleri, bulanikiik, damlactk boyutu, PDI degerleri

Yag:siirfaktan (2:8) 1. giin Santrifiij | Absorbans (600 nm) | Damlacik boyutu PDI
02-1 Yogun, seffaf - - - -
02-2 Yogun, bulanik X 0,802 156,77+3 0,386+0,019
02-3 Jel, bulanik - - - -
02-4 Jel, bulanik - - - -
02-5 Jel, siit - - - -
02-6 Jel, siit - - - -
02-7 Yogun, siit, kremalagma - - - -
02-8 Akiskan, siit, kremalagma - - - -
02-9 Akiskan, siit, kremalagma | - -
02-10 Akiskan, siit, kremalagma | - -

-2 Olgiim yapilmadi

x: Degisiklik yok.



Tablo E12. Oleik asit: Tween 20 (3:7; a:a) emiilsiyonlarinin dis goriiniisleri, bulaniklik, damlacik boyutu, PDI degerleri

Yag:siirfaktan (3:7) 1. giin Santrifiij | Absorbans (600 nm) | Damlacik boyutu (nm) PDI
03-1 Yogun, seffaf - - - -

03-2 Yogun, bulanik X 2,000 194,07+3,25 0,438+0,029
03-3 Yogun, seffaf X 1,593 219,97+7,48 0,534+0,114
03-4 Yogun, bulanik X 1,777 238,87+4,44 0,464+0,034
03-5 Jel, yan geffaf - - - -

03-6 Jel, yan geffaf - - - -

03-7 Jel, bulanik - - - -

03-8 Jel, bulanik - - - -

03-9 Akiskan, siit, kremalagma - - - -
03-10 Akiskan, siit, kremalagma - - - -

-: Olgiim yapilmadi

x: Degisiklik yok.

Tablo E13. 1:9 (a:a) oranminda Susam yagi:Tween 20/Span 80 (1/1) hazirlanan emiilsiyonlarin gériiniimleri, sanrifiijleme stabiliteleri

Yag:siirfaktan (1:9) 1. giin Santrifiij
S1-1 Akiskan, seffaf, -
S1-2 Yogun, bulanik | Faz ayrim1
S1-3 Yogun, bulanik | Faz ayrim1
S1-4 Jel, bulanik -
S1-5 Jel, siit -
S1-6 Jel, siit -
S1-7 Akiskan, siit -
S1-8 Akiskan, siit -
S1-9 Akiskan, siit -
S1-10 Akiskan, siit -

-: Olgiim yapilmadi




Tablo E14. 2:8 (a:a) oraminda Susam yagi: Tween 20/Span 80 (1/1) hazirlanan emiilsiyonlarin goriiniimleri, sanrifiijleme stabiliteleri

Yag:siirfaktan (2:8) 1. giin Santrifiij
S2-1 Akiskan, seffaf -
S2-2 Yogun, bulanik | Faz ayrimi
S2-3 Yogun, bulanik | Faz ayrimi
S2-4 Jel, bulanik -
S2-5 Jel, siit -
S2-6 Yogun, siit -
S2-7 Yogun, siit -
S2-8 Akigkan, siit -
S2-9 Akigkan, siit -
S2-10 Akigkan, siit -

-: Olgiim yapilmadi

Tablo E15. 3:7 (a:a) oraninda Susam yagi:Tween 20/Span 80 (1/1) hazirlanan emiilsiyonlarin gériiniimleri, sanrifiijleme stabiliteleri

Yag:siirfaktan (3:7) 1. giin Santrifiij
S3-1 Yogun, seffaf -
S3-2 Yogun, bulanik | Faz ayrimi
S3-3 Yogun, bulanik | Faz ayrimi
S3-4 Jel, bulanik -
S3-5 Jel, siit -
S3-6 Yogun, siit -
S3-7 Yogun, siit -
S3-8 Akigkan, siit -
S3-9 Akigkan, siit -
S3-10 Akigkan, siit -

-: Olgiim yapilmadi
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arn stabilite ¢calismalar: oncesi zeta boyut spektrumlar
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Sekil E11. Stabilite calismalar: sonrasinda kisnis, biberiye ve esit oranda kignig-biberiye u¢ucu yagi i¢eren stabil emiilsiyonlarin zeta boyut spektrumlari
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