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OZET

Yiksek Lisans Tezi

BITKISEL VE MIKROALG ICERIKLi KREMLERIN GELISTIRILMESI,
ANTIOKSIDAN VE ANTI-TIROSINAZ ENZIM AKTIVITELERININ ANALITIK
YONTEMLERLE ARASTIRILMASI

Eftal Alp DORKEN

Bursa Uludag Universitesi
Fen Bilimleri Enstitlisu
Kimya Anabilim Dali

Danmisman: Prof. Dr. Saliha SAHIN

Bu tez kapsaminda, Zingiberaceae familyasina ait Alpinia officinarum (havlican) igin
ekstraksiyon yontemi gelistirilmis ve ekstraktlarda bulunan fenolik maddeler, kantitatif
olarak HPLC-DAD (yiiksek performansli sivi kromatografi-diod serili dedektdr) ile
belirlenmistir. Ayrica hazirlanan dort farkli polaritedeki (%80 etanol, %80 metanol,
%50 etanol ve %50 metanol) ekstraktlarda bulunan toplam fenolik madde ve
antioksidan kapasite degerleri de belirlenmistir. En yiiksek galangin igerigi olan %80
etanol ekstraktt kullanilarak kolon kromatografisi ile ekstrakttan galangin
saflagtinlmistir. Daha sonra galangin betasiklodekstrin ile enkapsule edildikten sonra,
galangin-betasiklodekstrin kalintisi, sodyum aljinat ve CaCl, kullanilarak hidrojel
yapiminda kullanilmigtir. Maksimum galangin salinimi i¢in galangin-aljinat hidrojelini
olusturma kosullar1 merkezi kompozit dizayn yontemi ile optimize edilmistir. ANOVA
analiz sonuglarina gore sodyum aljinat yizdesi %0,69 (w/v); CaCl, yuzdesi %1 (w/v);
zaman 43,55 (dk); ekstrakt yuzdesi %0,48 (w/v) olarak bulunmustur. Bu degerler ile
yapilan hidrojelden elde galangin salinim derigimi, tahmini deger ile uyumlu
bulunmustur. Elde edilen galangin-aljinat hidrojelinin FT-IR ve SEM ile yapisal
karakterizasyon ¢alismalar1 da yapilmistir. Mikroalg olarak Chlorella vulgaris 6rnegi
de ekstrakte edilip, antioksidan Ozellikleri belirlenmistir. Daha sonra galangin-
betasiklodekstrin kalintisi, C.vulgaris kalintisi ve galangin-aljinat hidrojeli krem
orneklerine de eklenerek, kremlerin antioksidan Ozellikleri ve antitirosinaz etkileri de
incelenmistir. Calismamizda hazirlanan krem orneklerinin aday Ornekler olabilecegi
sonucuna varilmistir.

Anahtar Kelimeler: Havlican, Chlorella vulgaris, hidrojel, antioksidan, mikroalg,
krem, tirosinaz
2022, ix+84 sayfa.
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DEVEPLOPMENT OF CREAM INCLUDING PLANT AND MICROALGAE
INVESTIGATION OF THEIR ANTIOXIDANT AND ANTI-TYROSINASE
ENZYME ACTIVITIES BY ANALYTICAL METHODS

Eftal Alp DORKEN
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Department of Chemistry

Supervisor: Prof. Dr. Saliha SAHIN

With in the scope of this thesis, an extraction method was developed for Alpinia
officinarum (galangal) belonging to the Zingiberaceae family, and the phenolic
substances in the extracts were quantitatively determined by HPLC-DAD (high
performance liquid chromatography-diode series detector). In addition, the total
phenolic substance and antioxidant capacity values in the extracts of four different
polarities (80% ethanol, 80% methanol, 50% ethanol and 50% methanol) were
determined. Galangin was purified from the extract with column chromatography by
using 80% ethanol extract including the highest galangin content. Subsequently, after
galangin was encapsulated with betacyclodextrin, the residue of galangin-
betacyclodextrin was used in hydrogel making by using sodium alginate and CaCl,. For
maximum galangin release, the conditions for forming galangin-alginate hydrogel were
optimized by the central composite design method. According to the ANOVA analysis
results, the percentage of sodium alginate was 0.69% (w/v); percentage of CaCl, 1%
(w/v); time 43.55 (min); extract percentage was found to be 0.48% (w/v). The galangin
release concentration obtained from the hydrogel made with these values was found to
be compatible with the estimated value. Structural characterization studies of the
obtained galangin-alginate hydrogel were also performed with FT-IR and SEM. As
microalgae Chlorella vulgaris sample was also extracted and its antioxidant properties
were determined. Subsequently, galangin-betacyclodextrin residue, C. vulgaris residue
and galangin-alginate hydrogel were added to the cream samples, and the antioxidant
properties and antityrosinase effects of the creams were also investigated. It was
concluded that the cream samples prepared in our study could be candidate samples.

Key words: Galangal, Chlorella vulgaris, hydrogel, antioxidant, microalgae, cream
tyrosinase
2022, ix+84 pages.
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1. GIRIS

Yasamimiz boyunca maruz kaldigimiz genetik faktor, UV 15181 ve cevresel faktorlerin
cildimize dogrudan veya dolayli temas etmesi sonucu, vicudumuzda pigmentasyon
bozukluklarina neden olmaktadir. Melanin pigmentlerinin sentezinde dizensizlikler
meydana gelerek ciltte ton uyusmazligi, lekeler ve izler meydana gelmektedir.
Dermokozmetik krem formunda satilan {iriinlerin etken maddesi olarak sentetik bazli
kimyasallarin tercih edilmesi ve uzun siire kullanimlar sonucu canlilarda bazi yan
etkiler olabilmektedir. Yan etkileri azaltmak amaciyla gliniimiizde etken 0zellik olarak
fenolik ve flavonoid igerigi yiiksek bitkisel agirlikli dermokozmetik iriinler 6n plana
cikmaktadir.

Havlican, ¢ok yillik bir bitki ve 1000 yildan uzun sire Cin ve Avrupa bolgelerinde
baharat olarak tiiketilmis, zengin fenolik ve flavonoid igerigine sahip zencefil
familyasina ait bir bitki tiiriidiir. Havlican keskin kokulu ve odunsu bir yapiya sahiptir.
Baharat olarak kullanmak igin birka¢ islemden gegirilerek toz kivamina getirilir.
Havlican besin 6gelerine bakildiginda %5,25 protein, %76,9 karbohidrat, %2,26 yag,
%17 ham lif ve eser miktarda elementlerden olusmaktadir. Havlicanin antienflamatuar,

antioksidan, antiemetik ve antikanser dzelliklere sahiptir.

Chlorella vulgaris yag asitleri, pigment, steroller, vitaminler, mineral, antioksidanlar,
karbohidrat ve fenolik maddelerce zengin olmasi nedeniyle piyasada takviye edici gida
ve kozmetik iiriin olarak kullanilmaktadir. Chlorella vulgaris besin kaynagi olarak %51-
58 protein, %12-17 karbohidrat ve %214-22 yag icermesi nedeniyle takviye edici
gidalarda diyet igin 6nemli bir tercih nedeni olmustur. Chlorella vulgaris igeriginde

bulunan diger 6nemli grup ise karotenoidlerdir.

Kozmetik, canlilarin gilizellesmek daha iyi bir goriiniime sahip olmak, cilt kusurlarim
kapatmak veya tedavi igin tercih edilen cilt bakim {iriinleridir. Kozmetik tarihi M.O.
4000 yillarinda musirlilara dayanmaktadir. O zamanlarda da insanlar gorinimlerine
Ozen gostermekte sag, yuz ve g0z cevresini farkli renkte boyalar ile boyamaktadirlar.
Gozlere stirdiikleri boyalarin giinesin zararl etkilerinden korumak amacli kullanildig:

diisiiniilmektedir. M.O. 2000 yillarinda Mezopotamya’da bitkilerden ve baharatlardan



ilag, kozmetik ve boyalarin hazirlandiklar1 ve kinalar ile sag boyamaya basladiklar
bilinmektedir. M.O. 500’lerde Hint uygarliginda kozmetik Grtinlerin Gretiminde ttsg,
sandal agaci ve degisik kokular kullanilmaya baslanmis, Cinli kadinlar ise yiliz bakimi
icin ¢ay yagi ve piring tozu maskesi kullanmistir (Sungur ve ark. 2018). Ge¢misten
giiniimiize kadar kozmetik hayatimizin hep bir kdsesinde bizimle beraber olmustur.
Gliniimiizde ise sentetik iirlinlerin yerine dogal igerikli bilesiklerin kullanilmasi hem

insan saglig1 hem de ¢evre kirliligi agisindan daha ¢ok tercih edilmektedir.

Bu nedenle ¢alismamizda bitkisel ve mikroalg icerikli krem gelistirilip, antioksidan ve
anti-tirosinaz enzim aktivitelerinin analitik yontemlerle arastirilmasi amaglanmistir. Tez
kapsaminda Chlorella vulgaris ve havlicandan elde edilen ekstraktlarin antioksidan
ozellikleri kromatografik ve spektroskopik yontemlerle belirlenmistir. Daha sonra ilgili
ekstraktlardan fenolik madde ve karotenoid saflastirilmasi yapilmistir. izole edilen
fraksiyonlar krem formulasyonuna eklenerek, kremin antioksidan ve antitirosinaz
inhibisyon 6zellikleri incelenmistir. Ayrica galangin-alginat hidrojellerinin hazirlanmasi
icin merkezi kompozit dizayn yoOntemiyle optimizasyon yapilmistir. Optimum
kosullarda hazirlanan galangin-aljinat hidrojeli krem formuna eklenerek antioksidan ve
antitirosinaz  inhihisyon Ozellikleri  belirlenmistir. Hazirlanan  galangin-aljinat

hidrojelinin yapisal karakterizasyon ¢aligmalar1 da yapilmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER ve KAYNAK ARASTIRMASI
2.1. Fenolik Bilesikler

Benzen halkasina bir veya birden fazla hidroksil grubu igeren bilesiklere fenolik
bilesikler veya polifenoller adi verilir. En basit fenolik yapi (Sekil 2.1) bir benzen
halkasina bagli hidroksil grubunun bulundugu yapi olup, diger fenolik maddelerin
bundan tiiredigi bilinmektedir. Fenolik antioksidanlar, kokenlerine gore sentetik ve

dogal olarak siiflandirilabilir (Cizelge 2.1).

OH

Sekil 2.1. Fenol bilesigin yapisi

Bitkilerde bulunan fenolik bilesikler zararli hayvan ve gilines 1sinlarindan, parazitlerden,
mantarlardan, mikroorganizmalardan ve olumsuz ¢evre sartlarindan bitkinin
korunmasii saglamaya calisirlar. Fenolik antioksidanlarin siniflandirilmasi Cizelge

2.1°de verilmistir.

2.1.1. Fenolik Asitler

Fenolik asitler bitkilerde sekonder metabolit olarak bulunurken az miktarda da dogada
serbest olarak bulunurlar. Bitkilerin rengi, tadi ve kokusundan sorumludurlar.
Hidroksibenzoik asit ve hidroksisinnamik asit tiirevleri fenolik asitleri olustururlar.
Hidroksisinnamik asit tiirevlerinden en yayginlarindan bazilari; klorojenik asit, neo-
klorojenik asit, izoklorojenik asit, kriptoklorojenik asit ve kaftarik asitlerdir (Sekil 2.2).
Hidroksibenzoik asitler, en basit yapili fenolik bilesigi olan fenol bilesigine karboksil
gruplarinin baglanmasiyla olusan yapilardir. p-hidroksibenzoik asit, gallik asit ve

protokatekuik asit 6rnek olarak verilebilir (Sekil 2.3).



Cizelge 2.1. Fenolik antioksidanlarin siiflandirilmas: (Shahidi ve Ambigaipalan 2015)

Fenolik Antioksidan
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Sekil 2.2. Hidroksisinnamik asit tiirevlerinin yapilari
Fenolik asitleri olusturan hidroksisinnamik asitlerin en yaygin olarak bilinen

yapilarindan bazilari; p-kumarik asit, kafeik asit, ferulik asit, izoferulik asit ve sinapik
asitler oldugu bilinmektedir (Sekil 2.4).
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Sekil 2.3. Hidroksibenzoik asitlerin yapilari
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Sekil 2.4. Hidroksisinnamik asitlerin yapilari



2.1.2. Flavonoidler

Flavonoidler canli saglig1 agisindan giiniimiizde ¢ok 6nemli bir yere sahiptir. Bitkiler ve
meyvelerde ¢ok fazla bulunmaktadirlar. Serbest radikaller; daha ¢ok canli yapidaki
organ, doku zedelenmesi, yararli hiicrelerin islevselliginin engellenmesini saglayarak,
DNA ve RNA yapilarin1 bozarak insan viicuduna zarar veren yapilardir. Flavonoidler,
serbest radikaller ile reaksiyon gergeklestirip, onlarin zararsiz hale doniistiirilmesini
saglayan giiclii antioksidanlardir. Serbest radikal stplirme ozelligi  disinda
antimikrobiyal, antiradyasyon, immunomodilatér, antifungal ve antiinflamatuar
ozellikleriyle de bilinirler. Flavon, flavonol, flavanol, flavonon ve katesin flavonoid
olarak bilinen yapilardir (Sekil 2.5).

Flavon Flavonol

R R,
R (o) O 2 Ry i (@] O
I OH

o) 0]

Flavonon Katesin

Sekil 2.5. Flavonoidlerin yapilar1 (R gruplari fonksiyonel gruplardir)
2.2. Polifenolik I¢erikli Uriinler

Fenol bilesikler takviye edici gidalarda, gida iiriinlerinde ve kozmetik driinlerinde
kullanilmaktadir. Takviye edici gidalarin i¢inde etken madde olarak yani insan i¢in
gerekli olan mineral ve vitaminlerin eksikliginde kullanilmaktadir. Kozmetik
urinlerinde daha gok spesifik rahatsizliklara uygun fenolik etken maddeler tercih
edilmektedir. Kremler, makyaj malzemeleri, nemlendiriciler vb. gibi kozmetik trtnlerin

asil islevini saglayan etken madde fenolik bilesiklerdir. Dogal veya sentetik olarak elde



edilebilmektedirler. Dogal olarak fenoller meyve ve sebzelerde bulunurlar. Kozmetik
formilasyonlarina ilaveleri igin 6n islemlerden gecirilerek uygun hale getirilirler.
Fenolik iceren triinler yapisindaki antioksidan, antimikrobiyal, antienflamatuvar ve
antiviral 6zelliklerinden dolay1 kozmetik iiriinlerinde tercih edilmektedir. Bitmis {irliniin

icerigi fenol disinda vitaminler ve mineraller ile zenginlestirilmektedir (Cizelge 2.2).

Cizelge 2.2. Fenolik maddelerin kullanim alanlari

Fenolik Grin

Kullanim Alani

Kaynak

Yaban mersini

Kozmetik drtnleri,

Hui ve ark. 2021, Schiavon ve ark.

gida takviyeleri 2019

Vitamin C Kozmetik Grinleri, Cercamondi ve ark. 2013, Zerbinati
gida takviyeleri ve ark. 2021

Vitamin B3 Kozmetik Grinleri, Final Report of the Safety
gida takviyeleri Assessment of Niacinamide and

Niacin, 2005

Vitamin E Kozmetik Grlnleri, Juncan ve ark. 2019, Waniek ve ark.
gida takviyeleri 2018

Koenzim Q10 Kozmetik Grinleri, Pegoraro ve ark. 2017, Petrangolini
gida takviyeleri ve ark. 2019

Hyaluronik asit Kozmetik Grinleri, Janik-Hazuka ve ark. 2020, Torreao
gida takviyeleri ve ark. 2021

Bogiirtlen Kozmetik drtinleri, Correa ve ark. 2021
gida takviyeleri

Siyah frenk zim

Kozmetik drtnleri,

(Caglar ve Demirci 2017, May ve
Guenther 2020, Skrede ve ark. 2000

Ahududu

Kozmetik drtnleri,
gida takviyeleri

Oh ve ark. 2020, Wu ve ark. 2018

2.3. Kozmetik trtunleri

Kozmetik, belirli kosullar ve sartlar altinda en az iki veya daha fazla triinden elde
edilen kisisel temizlik, cilt sorunlari1 giderme veya bakim amacglhi kullanilan
opak/seffaf goriinimli Grtnlerdir. Kozmetikler gaz, sivi ve krem formunda olabilir.
Uriinii olusturan hammaddelerin Karakteristik ozellikleri vardir. Bunlardan bir kismi
Cizelge 2.3’de verilmistir. Kozmetik sanayisi gegmisten giiniimiize kadar stirekli gelisip
bliylimektedir. Bunun en biiylik sebepleri insanlarin siirekli kusurlarin1 kapatip
giizellesmeye olan isteklerinden kaynaklanmaktadir. Canlilar kozmetik {iriinlerini

giizellesmenin yani sira cilt rahatsizliklariin tedavisi iginde tercih etmektedirler.



Kozmetik iiriinleri ve kullanim nedenlerinden bazilart Cizelge 2.4’de verilmistir.

Kozmetik {iriinler insanlarin saglik ve cilt bozuklugu sorunlarindan dolayr Gnem

kazanmstir. Insanlarin daha giizel bir goriiniime kavusmak adina olan ugraslarinin

sonucunda daha kusursuz, daha parlak cilde olan ilgileri kozmetik sektérinin

parlamasinin nedenlerinden biridir.

Cizelge 2.3. Kozmetikte kullanilan hammaddelerin 6zellikleri (Baki ve Alexander 2015,

Salvador ve Chisvert 2007)

Kullanilan hammade

Ozelligi

Kivamlastiricilar

Su gibi akigkan 6zellikteki yapinin icerisinde siserek
viskoz krem formuna doniistiiriilmesinde kullanilan
uranlerdir

Etken maddeler

Canlilarda saglik sorunlarini (pigmentasyon, giines
yaniklari, mantar vb) tedavi etmek i¢in kullanilan
kozmetik formiilasyonlarinda bulunan maddelerdir. Giines
kremleri/losyonlarinda kullanilan UV filtreler 6rnek
verilebilir

Emulgatorler

Birbiri ile karismayan su ve yag formundaki maddelerin
belirli oranlarda karismasini saglayan maddelerdir

Koruyucular

Bitmis kozmetik tiriinlerinin igerisinde iireme olusmasini
engelleyen maddelerdir

Esans

Bitmis kozmetik iiriinlerindeki kokularin kaynagidir

Boya

Bitmis iiriinlerin renklerini belirlemekte kullanilir

Estetik modifiye ajan

Daha ¢ok bitmis tirtinlerin bulanikligini gidermek igin
kullanilan opaklastirici ajanlardir

Nemlendiriciler

Cilt s1v1 dengesini ve 1s1y1 diizenleyerek cildin gerekli
nemi tutmasini saglamaktadirlar

Cizelge 2.4. Kozmetik iirtinler ve kullanim nedenleri (Baki ve Alexander 2015,

Salvador ve Chisvert 2007)

Kozmetik Uriinler Kullanim nedenleri

Ruj Dudaklar1 nemlendirir ve renklendirir

Oje Tirnaklarin kirilmasini 6nler ve renklendirir

Peeling Cildin dis tabakasindaki 6lii deri hiicrelerinin soyulmasini

saglayarak cildin yenilenmesi saglanir

Parfum ve deodorant | Terlemede olusan kotii kokularin giderilmesinde kullanilir

Giines kremleri Zararl giines 1sinlarinin ciltte olan zararlarinin
engellemesinde kullanilir




Cizelge 2.4. Kozmetik iriinler ve kullanim nedenleri (Baki ve Alexander 2015,

Salvador ve Chisvert 2007) (devam)

Kremler (el,ayak ve
yuz)

Kuru ciltlerin nemlendirilmesinde ve koti gcevre
kosullarinda ciltte bariyer olusturarak ¢atlamasini
engellemek icin kullanilir

Losyon Viicudun gerekli nem dengesini ve cildin yumusaklik
saglamasi amaciyla kullanilir.

Sampuan Sac¢ temizliginde kirlerin uzaklastirilmasinda kullanilir

Pudra Ciltteki kusurlar1 kapatmak i¢in kullanilir

Tonik Giin boyu kirlenen cildin temizlenmesi i¢in kullanilir

Maskara Kirpiklerin belirginlestirmesi ve koyulagtirmasi igin
kullanilir

Sag boya Sag, kas ve biyiklarin renklendirilmesinde kullanilir

Mantar kremi

Mantar hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir

Catlak kremi Asiri kilo alip vermekten kaynaklanan catlaklarin
tedavisinde kullanilir

Kinsiklik giderici Ilerleyen yaslarda olusan kirisikliklarin giderilmesinde

krem kullanilir.

2.4. Kremlerin Onemi ve Ozellikleri

Kremler kozmetik iiriin ¢esitliliginin en 6nemli payina sahip triinlerden biridir. Kremler
birden fazla hammadde karisimindan olusan genellikle opak goriiniime sahip yapilardan
olusur. Kremler insan sagligi agisindan ¢ok onemli bir yere sahip olmasinin insan
zihnini ve bedenini rahatlamasindan kaynaklanmaktadir. Kullanim icin secilecek
driinlerin cilt tipine ve kullanim alanina uygun segilmelidir. Kremlerin kullanimi
acisindan bakarsak insan viicudunun rahatlamasi, nemlendirilmesi, sa¢ koklerin
gliclendirilmesi, kirigiklik giderilmesi, pigmentasyon bozukluklarin giderilmesi, zararli
giines 1sinlarina karsi cildin korunmasi vb. gibi bir¢ok 6zellik, kremlerin igerigindeki
etken maddelere baghdir. Diinya ilizerinde binlerce farkli formiilasyona sahip farklh
yapida kremler bulunmaktadir. Kullanim alanina gore kremler Cizelge 2.5°de
gosterilmigtir. Kozmetik iriinler diginda dermatoloji, tip ile kozmetik kelimesinden
tireyen dermokozmetik insan sagligi acgisindan Onemlidir. Kozmetik cilt bakimi
giizellesmek i¢in kullanilirken, dermokozmetik ise daha cok cilt hastaliklarinin tedavisi
amaciyla kullanilmaktadir. Polifenolik maddelerin kozmetik Grunlerdeki kullanimi

olduk¢a yaygindir (Cizelge 2.6). Bunun nedeni icerigindeki antioksidan maddeler
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sayesinde reaktif oksijen tiirlerine ve UV 1sinlarina karsi viicudun savunmasini

destekleyerek kullanim amacina uygun yerlerde olumlu gelismeler gostermesidir.

Cizelge 2.5. Kremlerin kullanim amaglari

(Dorgham ve ark. 2020)

Krem cesidi Amaci

Masaj kremi Agriyan bolgeyi rahatlatmak amaciyla kullanilan kremlerdir.
Iceriginde besleyici yaglar disinda fresh maddeler ile viicudun
rahatlamasi saglanir (Law ve ark. 2008)

Leke kremi Cilt iizerindeki leke, akne, ton uyusmazligi, deri hastaliklarinda

Beyazlatict krem | kullanilir (Kim ve ark. 2011)

Nemlendirici Kuru cilte sahip kisiler viicut nem dengesini saglamak amaciyla

Krem kullanilmaktadir (Alam ve ark. 2020)

Peeling Cilt temizleme ve kapali gozenekleri agmak i¢in kullanilmaktadir

Anti-aging krem

Yaslanma sonrasi ortaya ¢ikan kirisikliklarin giderilmesinde
kullanilmaktadir (Astuti ve ark. 2021)

Giines kremi

Glinesin zararli 1s1nlarindan cildin korunmasi i¢in koruyucu
bariyer olusturmak i¢in kullanilir (Torbati ve Javanbakht 2020)

Mantar kremi

Cilt hastalig1 olarak bilinen mantarlarin tedavisinde
kullanilmaktadir (Taofig ve ark. 2016)

Catlak kremi Genel olarak kuru ciltlerde el ve ayak bolgelerinde siklikla
goriilen gatlaklarin giderilmesinde kullanilmaktadir (Zhu ve
Kannan 2020)

Pisik kremi Genellikle 1slak ve hava almayan bolgelerde olusumuna engel

olmasi i¢in kullanilmaktadir (Garcia Bartels ve ark. 2014)

Cizelge 2.6. Fenolik bilesiklerin krem formiilasyonlarindaki kullanimi (Soto ve ark.

2015)
Bilesik Aktivite Kozmetik kullanim
Gallik asit, katesin, epikatesin, Antioksidan, Yaslanma karsitt
konjuge flavonoidler, radikal temizleyici, | koruyucu

proantosiyanidinler, resveratrol,
melanin

hlicre blylmesinin
uyarilmasi

Ferulik asit, kafeik asit, gallik asit,
resveratrol, proantosiyanidinler

Isin koruyucu

Giines koruyuculari,
dudak koruyuculari

Tartarik asit Peeling, Kimyasal ve fiziksel
karartic, peeling ajani,
pH dizenlemesi kararma onleyici,
pH duzeltici
Oleik asit, linoleik asit, linolenik Antioksidan, Gece ve gunduz kremi
asit, vitamin C, vitamin E besleyici (yaslanma karsit1)
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2.5. Hidrojeller

Hidrojel, birbirine ¢apraz bagli polimerlerin olusturdugu biiyiikk karmasik yapilardir.
Suda ¢6ziinmeyen yapilardir. Sulu ortamlarda suyun bir kismin1 yapi igerisinde tutarak
siser dolayisiyla kiitle ve hacmi dogru oranda artar. Hidrojeller hacimlerinin 100 kati
kadar sisebilir, kuru ortamda suyu disar1 salarak tekrar eski hacimlerine donebilir. Dogal
ve sentetik olarak bulunabilirler. Hidrojellerin suda ¢dziinmemelerinin nedeni kimyasal
veya fiziksel ¢apraz baglanmalarindan kaynaklanmaktadir. Fiziksel ¢apraz baglar, Van
der waals etkilesimleri ve hidrojen baglar1 gibi baglarin kristal yapiyla zayif
etkilesimleri olabilir (Shapiro 2011). Capraz baglar ag yapisin1 ve fiziksel biitiinligi
saglarlar. Gliniimiizde kullanim alanlar1 6nem kazanmistir. Akilli polimer olarak bilinen
hidrojeller ile kontrollii ilag salimiminin vicut igerisinde tasiarak kontrollii olarak
istenilen bolgede salinmasi iizerine caligmalar mevcuttur. Bu calismalarda akilli
polimerlerin sicaklik, pH, basing, nem, elektriksel alan ve manyetik alan gibi ¢evresel
etkilere karsi cevap verebilme oOzelliginden yararlanilmistir (Ahmed 2015). Akilli
polimerlerin gevresel etkilere hizli tepkime vermesi uygulama alanlarinda Onem

kazanmasin arttirmustir (Cizelge 2.7).

Cizelge 2.7. Hidrojellerin uygulama alanlari (Sop 2013)

Uygulama Alam Hidrojel

Yara ortlsu Politretan, polivinilpirolidon, polietilen
glikol, metil seltiloz, karboksimetil seliiloz,
aljinat

Ilag tagmimi Polivinilpirolidon, poliakrilik asit,

karboksimetil ~seltloz, polivinil alkol,
akrilik asit, metakrilik asit, 2-akrilo,2-metil
sulfonik asit, kitosan

Dis malzemesi Hidrokolloidler

Doku mithendisligi, implantlar Polivinil alkol, poliakrilik asit, hyaltronan,
kollajen

Enjekte edilebilir polimer sistemler Poliesterler, polipeptitler, kitosan

Kozmetik, farmasotik uygulamalar Arap zamki, pektin, kitin, kitosan, heparin,

nisasta, aljinat

Hidrojellerin siniflandirilmasi hazirlama yontemine gore, iyon yiikiine gore, kaynagina
gore ve baglanma sekline gore Cizelge 2.8’de verilmistir. Hidrojeller kullanim

alanlaria gore secilmeli veya sentezlenmeleri gerekmektedir. Hidrojellerin avantajlar
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ve dezavantajlar1 diisiiniildiigiinde (Cizelge 2.9) karsilastirilma yapilmasi gerekiyorsa

diger alternatif Grtinlere yonlenmelidir.

Cizelge 2.8. Hidrojellerin siiflandirilmast (Akalin 2011, Ulusoy ve Dikmen 2020)

Hidrojellerin Siniflandirilmasi

v

Hazirlama yontemine gore

— Homo polimer hidrojeller
— Kopolimer hidrojeller
— Coklu polimer hidrojeller

— IPN (interpenetrating networks) hidrojeller

Iyon yiikiine gore

— Amfoterik hidrojeller
— Notral hidrojeller
— Anyonik hidrojeller

— Katyonik hidrojeller

Kaynagina gore

— Dogal hidrojeller
— Sentetik hidrojeller

— Hibrit hidrojeller

Baglanma sekillerine gore

— Fiziksel ¢apraz bagli hidrojeller

— Kimyasal ¢apraz bagli hidrojeller
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Cizelge 2.9. Hidrojel avantajlart ve dezavantajlar1 (Ekmen 2019)

Avantajlan Dezavantajlan
Biyouyumludurlar Sterilize etmek zordur
Hucrelerden kolaylikla gegebilirler Mekanik etkiye kars1 zayiftirlar

Hiicre ligandlariyla kolayca modifiye edilebilirler Ilag yiiklenmesi ve in vitro
olarak bag olusumu zordur

Viicut sicakliginda sivi formda enjekte edilebilirler | Bazi durumlarda kullanimlari
zordur (Ermis 2007).

Sulu ortamdan hiicreleri ve dayanikli olmayan Maliyetlidir
ilaglar1 koruyabilirler (Ermis 2007).

2.6. Aljinat

Aljinatlar kahverengi deniz yosunlarindan elde edilen selatlama Ozellikleri bulunan
aljinik asitin sodyum tuzu (Sekil 2.6) formudur. Sodyum aljinatlar daha ¢ok soguk su
bolgelerinde yetisip gelisen, kahverengi deniz yosunlarindan elde edilmektedir. Aljinik
asit, 1,4-glikosidik baglantilar ile birlestirilen B-D-mannuronik asit ve a-L-glukuronik
asit kalintilarindan olusan dogrusal bir blok kopolimer polisakkarittir (Dogrusoy 2018).
Soguk ve sicak su ortaminda yliksek diizeyde aljinasyon etkisi sayesinde ¢dziinme
kabiliyetine sahiptir. Ortamda kalsiyum olmasi durumunda katalizor olmasa bile jel

olusturma yetenegine sahiptir.

HO O

O OH
OH

Sekil 2.6. Sodyum aljinat yapisi

Jellesmenin olugumuna etki eden onun zayif yada daha kuvvetli yapisinin olugsmasina,
pH, iyonik gii¢, sicaklik, aljinat konsantrasyonu, ortam kosullari, bag yapisi vb.
faktorlere baglidir. Aljinatin katyonlarla giiglii ¢apraz baglanma etkilesimleri su sekilde
siralanir; +3 degerlikli katyonlar> Pb?"> Cu?*> Cd?*> Ba%*> Sr?*>Ca?*. Kalsiyum iyonu
etkilesim giicii diisiik olmasina ragmen en ¢ok tercih edilip kullanilandir. Jel olusurken
kalsiyum ile aljinat arasinda iyon degisimi gerceklesir, kalsiyum iyonlar1 aljinattaki

karboksil ve hidroksil gruplariyla yumurta-kafes (Sekil 2.7) yapisini olusturur.
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Sekil 2.7. Yumurta kafes modeli (Kabas 2006)
2.7. Havhcan Bitkisi ve Onemi

Havlican, zencefil familyasina ait keskin kokulu aromatik bir bitki tiriidur. Rizomlar1 1-
2 cm kalinliginda ve kirmizi renklidir. Boylari yaklagik olarak 3 metreye kadar
uzanabilen ¢igekli, cok yillik bir bitkidir (Sekil 2.8). Tropik bolgelerde yetisir. Yetistigi
bolge ve iklim kosullarmma gore farmakolojik fonksiyonlar tizerinde etkileri farklilik
gostermektedir. Avrupa ve Cin’de 1000 yili askin sdredir baharat olarak
kullanilmaktadir. Havlican bitkisi giineydogu Asya, Cin’in belli bdlgeleri, Hindistan ve
Laosta yetismektedir (Lin ve ark. 2015, Rana ve ark. 2010).

Sekil 2.8. Havlican bitkisi (Alpinia officinarium) (Ding ve ark. 2019)

Yapilan galismalar gosteriyor ki havlicanin, antiinflamatuar, antioksidan (Srividya ve
ark. 2010), antiemetik (Shin ve ark. 2002) ve antikanser (Ding ve ark. 2019) oldugunu
gostermistir. Havlican koksapinda %5,25 protein, %76,9 karbohidrat, %2,26 yag, %15
ham lif ve gesitli eser miktarda elementler icerir (Indrayah ve ark. 2009). Ayrica
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bolgelere gore havlican bitkisinin bir kag¢ yerel ismi vardir (Cizelge 2.10). Havlican

bitkisinin gilinlimiizde tedavi amaglh kullanildig1 diger hastaliklar Cizelge 2.11°de

gosterilmistir.

Ugucu yaglar,

tim bitkinin

%1,5'in1  olusturan koksaptaki ana

bilesenlerden biri olarak havlican aromasina katkida bulunur.

Cizelge 2.10. Havlican bitkisinin yerel isimleri

Lokal adi Ulke Kaynak

Gao linang jiang Cin Salgado ve ark. 2007

Heha cin Pei 1985

Chitrarathai Hindistan/Tamil Abubakar 2018

chooranam

Aichhia or Dum aidu | Hindistan/Mizoram Sharma ve ark. 2001

Khoulanjan Iran Fard ve Shojaii 2013, Rezaei ve
ark. 2015

Ryokyo Japonya An ve ark. 2008

Khoudenjal Fas Jamila ve Mostafa 2014

Kulanja Yemen Fleurentin ve Pelt 1982

Havlican Turkiye Guzel ve ark. 2015

Kha Ling Tayland Lim 2015

Petite galangal Fransiz Lim 2015

Galanga Hollanda Lim 2015

Cizelge 2.11. Havlican bitkisinin kullanildig1 hastaliklar (Zhang ve ark. 2020)

Bitki

Tedavisinde kullanilan hastaliklar

Havlican

Diyabet

Yiksek kan basinci

Deri hastaliklar

Bagirsak kanseri

Karn agrisi

Yaslanma

Romatizma ve eklem agrilar

Dizanteri

Yaglarda GC-MS ile yapilan caligmalarda 75 bilesik tanimlanmistir ve ana bilesenler
(Cizelge 2.12) asagida verilmistir. Havlican koksapindaki ugucu yaglar, serum azot
monoksit seviyesini ve mide mukozasinin mikro sirkiilasyonunu iyilestirebilir. Oksijen
serbest radikallerini ortadan kaldirip mukoza bariyerini guclendirerek anti-gastrik tlser

aktivitesi gostermistir (Gao ve ark. 2016).
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Cizelge 2.12. Havlican koksapinda bulunan ugucu yag icerikleri (Rana ve ark. 2010)

Havlhican kok sapindaki yaglar % Icerik
1,8-sineol 28,3
a-fenkil asetat 15,2
Karotol 8,9
a-terpineol 6,7
a-eudesmol 4,5

E-metilsinnamat 4

Kamfor 3,4
R-pinen 3,1
Kamfen 2,3
Borneol 1,7
Eprinen-4-ol 1,2
a-pinen 1,2

Cizelge 2.13. Havlican bitkisinde bulunan flavonoid ve tiirleri (Ding ve ark. 2019)

Flavonoidler tiri Flavonoidler

Flavonoid aglikon Galangin

Galangin-3-metileter

Kamferol

Kamferol-4-metileter

Kuersetin

Kuersetin-3- metileter
Apigenin

Isorhamnetin

Ramnositrin

Pinocembrin
7-hidroksi-3,5-dimetoksiflavon
Dihidrogalanginol

Katesin

Flavonoid glikozit Galangin-3-B- D-glukozit
Kamferol-4’ -metileter-3-p-d-glukozit

Parfim, ilag, oda spreyi, losyon ve kozmetik iriinlerin hazirlanmasinda da
kullanilabilir. Flavonoidler, flavonoid aglikonlar ve glikozitler havlicanin ana kimyasal
yapilarindan biridir. Havlican iizerindeki arastirmalarda bulunan izole edilmis flavonoid
ve turleri Cizelge 2.13’de verilmistir. Flavonoidler, canlilarda bulunan serbest
radikallerin tiretimini inhibe ederek azalmasini saglar ve serbest radikallerin zararl
etkilerini dnlemesini saglayan giiclii bir antioksidandirlar (Kose ve ark. 2015). Ayrica
galanginle ilgili diger arastirmalarda timor olusumunu engellemesi ve antitimor

proliferasyonu gibi ¢oklu antikanser etkileri oldugu gozlenmistir (Tolomeo ve ark.
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2008). Diarilheptanoidler, havlicanin ana yapisinda bulunan karakteristik bilesenlerden
biridir. Havlican koksapt iizerinde yapilan c¢alismalarda simdiye kadar 48
diarilheptanoid bilesigi izole edilmistir. Bunlardan 43 tanesi lineer diarilheptanoid, Uc-
siklik diarilheptanoid ve bir diarilheptanoid tasiyan flavonol kismidir (Ding ve ark.
2019). Havlicanda bulunan diarilheptanoidler cesitli biyoaktiveteler gostermistir; B16
melanom hiicrelerinin neden oldugu melanogenezi inhibisyonu, indiiklenen apoptoz
inhibisyonu, S-fazi inhibisyonu, insan l6kotrienlerin biyoesentez inhibisyonu,
proinflamatuar mediatér inhibisyonudur. Diarilheptanoidler bazi virlslere karsi
(influenza viriisili, solunum sinsityal viriisli, ¢ocuk felci viriisii, kizamik viriisii, herpes
simpleks viriisii, tip 1 cocuk felci viriisii) antiviral biyoaktivite gosterdigi belirlenmistir
(Sawamura ve ark. 2010a, Sawamura ve ark. 2010b). Havlican rizomunun metanollii
eksktraktlarindan dokuz glikozit ve yedi fenilalanin bilesigi izole edilmistir (Ly ve ark.
2002, Ly ve ark. 2003). Havlican rizomu {izerinde yapilan diger caligsmalarda
seskiterpenler, monoterpenler, organik asitler ve laktonlarin varligi gézlenmistir (Ding
ve ark 2019). Havlican koksapinda ¢inko, mangan, demir, magnezyum, kalsiyum ve

temel eser miktarda elementlerin varlig1 da tespit edilmistir (Ding ve ark 2019).

2.8. Galangin

Havlican ve 6lmez ¢igek bitkilerinin ana bilegeni olarak bulunmaktadir. Galangin (Sekil
2.9), flavonollerin kimyasal siifina aittir. Zay1f asidik bilesiktir, suda kolay ¢0ziinmez.
Kuersetin, kamferol, morin ve myrisetin tiirii flavanoidler arasinda en lipofilik bilesiktir
(Imamura ve ark. 2000). Asya kiiltiiriinde uzun zamandir diyabet, ishal, 6kslrik, mide
ve bagirsak hastalarinda kullanilan halk ilaci olarak bilinmektedir (Zhang ve ark. 2013).
Kimyasal yapisina bakildiginda antimutajenik, enzim diizenleyici ve antioksidan

etkilere sahiptir (Heo ve ark. 2001).

Sekil 2.9. Galangin yapisi
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Glukuronidasyon

UGT1A1,1A9, 2B15

Siilfatlasma
SULT1AL, 1A3

_ Oksidasyon
Galangin CYP1AL, IA2, 2C9

Kamferol

UGT: Uridin 5'-difosfo (UDP)-glukuroniltransferaz
SULT: Sulfotransferaz
CYP: Sitokrom P450

Sekil 2.10. Galanginin baslica metabolik olusumu (Mak ve ark. 2018)

Galanginin metabolik yollart Sekil 2.10°da gosterilmistir. Galangin metabolizmasi
tercihen 3,5 ve 7 hidroksil grubunun siilfatlanmasi ve oksidasyonu ile glukuronidasyon
yolu ile gergeklesir. Glukuronidasyon, UDP-glukoroniltransferaz (UGT)1A9, UGT1Al
ve UGT2B15 enzimleri tarafindan katalize edilir. Silfatasyon, tim silfotransferaz
(SULT) izoformlar1 tarafindan ancak tercihen SULTIAI ve SULTIA3 izoformlari
tarafindan katalize edilir. Oksidasyon, sitokrom P450 (CYP450) enzimi, ozellikle
CYPIA1, CYP1A2 ve CYP2C9 tarafindan katalize edilir (Chen ve ark. 2015, Mak ve
ark. 2018, Otake ve ark. 2002). Galangin metabolizmaya ugradigi igin oral
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biyoyararlanimda ¢ok az miktarda serbest haldedir. Galangin, yapisal androstan
reseptoriiniin (CAR) dolayli aktivasyonu yoluyla CYP450 enzimlerini indiikler (Carazo
Fernandez ve ark. 2015) (Sekil 2.10). Galangin ve oksitlenmis metaboliti kamferol,
CYP1ALl yapisim inhibe eder. Pasif difiizyon sirasinda galangin, galangin siilfat ve
kamferolden daha fazla absorpsiyona sahiptir (Barrington ve ark. 2009). Diinya ¢apinda
birgok arastirmaci galanginin potansiyel biyolojik aktiviteleri ve havlican bazi
Ozellikleri  (antikanser, antienflamatuar, antioksidan, antimikrobiyal, antiartrit,
antiobezite, noroprotektif, antihipertrofik, antivitiligo, anti-iskemik ve hepatoprotektif
ozellikler) tizerinde c¢alismalart bulunmaktadir. Ayni zamanda galangin biyolojik
aktivitelerini ve potansiyelini dogrulamak i¢in fonksiyonel gida maddesi olarak

kullanilabilirligi de arastirma konulari olmustur (Cizelge 2.14) .
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Cizelge 2.14. Galanginin biyolojik aktieleriyle ilgili gelecege yonelik calismalar (Mak ve ark. 2018)

Birgok invitro galigma potansiveli kanitlandi

Hayvan kanser m odelinde etlarnli g test
edilm elidir

Hem in-vive hem de invitro modell erde

Antikanser

wnut verici aktivite gistermigtir
Mol eldiler mekanizm a galigmalan

Anferflam aturar

vapilmal di

Artiobezite

Sadece ok az galigma yapald

Etlanligm dogrulam ak 1gin farkl obezite
modelleninde test edilm elidir.

On calismalar potansivelini gosterdi

- Sinir konnyueu

In-vitro modellerde umut verici aktivite
ghsterildi

Antioksidan

GALANGIN

Antibipertrofik

Detayli molekiler m éiamzma caligm dan
vapilm alichr.

On calismalar potansivel oldusunu gésterd

EtkinliZini dogrulamak igin in-vivo
galigmalar vapilm alidir

Colduilaca direncli mikroplarda umut
vetld in-vitro altivite gisterdi

Anfimikrobiyal

In-vive bulasier modelerde test edilmelidir

Iwi bir potansivel gistermistir

Detayls molekiler m ékarmzma galigm dan
vapilm alichr.

Arnfiartrit

Arnfivitiligo

| Antiiskemik

Detayh ¢alismalar vaplmah

On calism alar potansivel ol dugunu gésterd

— Hepato koruyucu

Aktivite oldufum dofnulamak igin
daha fazla caligma vapilmalidir.

Umut vericl hepato koruyueu
akfivite ghstermistr

Karacifer bozukluklanmn tedasisinde
etharliF agisindan test edilm eidir.



2.9. Antitirosinaz Inhibisyonu

Tirosinaz, melanin biyosentezinde kilit gorev alan igeriginde bakir igeren, deri ve sag
rengini belirleyen enzimdir. Pigmentasyon, melanin hiicrelerin gereginden fazla veya az
sentezlenmesinde kaynakli cilt hastaliklarina neden olmaktadir. Melanin alt birimi olan
feomelanin ve eumelanin karigimlari sag, cilt ve gozlerin renk tonlarini belirler. Melanin
sentezi, tirosinaz tarafindan katalize edilen bir reaksiyonda amino asit tirozinin I-3,4-

dihidroksifenilalanine hidroksilasyonu ile baslar.

Melanin sentezine neden olan etkenler;

* Melanin sentezini gergeklestiren melanositlerin miktari
= Genetik faktor

= UV 15181 ve cevresel faktorler

= Melanojenik aktivite

= Melanin tipi

* Melanozomlarin biiyiikliigii, sayist ve dagilimi

= Deri pigmentasyonu

Melanin hiperpigmentasyonu ile iliskili deri hastaliklarinin tedavisinde tirosinaz
inhibisyonunun klinik olarak kullanimi s6z konusudur. Ayrica kozmetikte cilt rengini
acma etkisi ile de 6nem arz etmektedir. Tirosinaz aktivitesini inhibe etmek icin kojik
asit gibi birgok sentetik inhibitor gelistirilmis olmasina ragmen bunlarin uzun periyotta
toksik etkilerinin bulunmasi, alternatif olarak dogal inhibit6rlerin belirlenmesine

yonelik caligmalart hizlandirmistir (Tocco ve ark. 2009).
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Sekil 2.11. Melanin sentez reaksiyonu (Bronze-Uhle ve ark. 2016)



Tirosinaz, tirosinaz protein-1 (TRP-1) ve dopakrom tautomeraz olarak da bilinen
tirosinaz ilgili protein-2 (TRP-2), melanogenezi diizenleyen ¢ enzimdir (Sekil 2.11).
Melanogenezin ilk basamagi, L-tirozin ve/veya L-DOPA’nin dopakinona oksidasyonu
ile baslamaktadir. Ilk basamak ayni zamanda, reaksiyonun geri kalani fizyolojik bir
pH’ta kendiliginden devam edebileceginden, melanogenezin tek hiz smirlayici
basamagidir. Bu basamakta melanogenezin anahtar enzimi olan tirosinaz enzimi gorev
almaktadir. Dopakinon siklize olarak dopakromu olusturmakta, olusan dopakrom
kendiliginden dekarboksile olarak 5,6-dihidroksiindol (DHI), daha sonra TRP-2
varliginda DHI-2-karboksilik asit (DHICA) meydana getirmektedir. Son olarak olusan
DHI ve DHICA okside ve polimerize olarak eumelanini olusturmaktadir. Bu siirecte
DHICA'nin oksidasyonunu TRP-1 katalize etmektedir. Sistein veya glutatyon varliginda
ise dopakinon, sisteinildopa veya glutatiyonildopaya doniistiiriilmekte ve sonucta
kirmizi-sar1 ¢oziinilir feomelanin pigmentleri elde edilmektedir. Melanogenez yolaginda
tirosinaz, TRP-1 ve TRP-2 olmak tzere t¢ enzim gorev almakla birlikte kilit enzim

tirosinazdir ve melanin sentezi i¢in sarttir (Adak 2019).

Beyazlatict kozmetik iirlinler, glines kremi tiriinleri, bronzlastirici lirlinler disinda diger
bir tanesi melanin biyosentezinde farkli mekanizmalarla engelleyici etkisiyle cilt
renginin acilmasii saglayan beyazlatici kimyasallardan olusturulmus ticari amacl
kullanilan preparatlardir (Cabanes ve ark. 1994). Beyazlatict kremlerin etkinligin
arttirilmasinda 6zellikle formiilasyon igerisine ilave, B-hidroksiasitler (glikolik, laktik
veya malik asitler) veya a-hidroksiasitler (salisilik asit) gibi peelingte kullanilan
kimyasallar1 igerebilirler. Bu kimyasallar ciltteki 61l deri ve hiicrelerini uzaklastirarak
agartict etkinligin uygulanabilirligini kolaylastirmaktadir (Ghadishah ve Gorchynski
2002). Giines kremlerine ilave edilen bu kimyasallar giines 1sinlarin karartici etkisinden
korunmak icin ilave edilirler (Piamphongsant 1998). Cilt beyazlatici kremlerinde
kullanilan etken maddelerin farkli olarak antioksidan, yumusatma, kenetleme veya
tamponlama gibi baska oOzelliklerde icerebilmektedirler. Beyazlatici kremlerde
kullanilan en popiiler bilesikler arbutin, askorbit asit, azelaik asit, hidrokinon (ve onun
monometil, monoetil ve monobenzil eterleri) kojik asit, retinoik asit ve fitik asit
seklinde sayilabilir (Sekil 2.12).

24



Kojik asitin beyazlatict etkisi disinda oksidatif 6zelliginden dolayr dipalmitik esteri,

yani kojik dipalmitat araciligiyla kozmetik formiilasyonlara ilave edilmektedir.

Kullanilan etken maddelerin tiirevleri ana bilesigin ¢oziiniirliiglinii degistirdiginden ve

yeni preparatlar formile etmekte kullanilabilecekleri diistiniilmektedir. Cilt agartici

olarak kullanilan civa preparatlar1 zararl etkilerinin ortaya ¢ikmasindan sonra yarar-

zarar dengesi tartigilir olmasindan kullanimlar1 yasaklanmistir.

HO OH

o

OH
Arbutin

Hidrokinon

O
/\/\/\/\/\OH

Azelaik asit

HO

HO

Askorbik asit
o)

HO
@)

Kojik asit

CHj, CH3 ﬂ

OH

H3C_ CHj

CHg

Retinoik asit

Sekil 2.12. Kozmetikte kullanilan beyazlatici etken maddelerin bazilari



Cilt beyazlatma firiinleri i¢in son olarak yaymlanmis gegici inceleme yazisina gore (FR,
1982), sadece FDA (gida ve ilag dairesi) tarafindan izin verilmis cildi beyazlatict OTC
urinlerinde (%1,5-2 oran araliginda) bir kimyasal olan hidrokinona 6zel olarak dikkat
edilmelidir. Bu bilesigin zararli yan etkilerinden kaynakli AB kozmetik yoOnergesi
24 .adaptasyonunun (Komisyon Yonergesi 2000/6EC) yiiriirliige girisinden itibaren AB
cercevesinde beyazlatict aktif bilesigi olarak izin verilmez. Hidrokinon sadece 6zel sart
ve kosullar altinda olmak lizere yapay tirnak sistemlerinde ve sa¢ boya maddesi olarak
kullanimina izin verilmektedir. Fakat tiirevleri olan hidrokinon monoetil ve hidrokinon
monobenzil kozmetik kullanimi yasaktir. Arastirmalara gore kanserojen Ozellik ve
dermatolojik yan etkilere sebep olarak hidrokinonun kozmetik igerisinde kullanimi
gosterilmistir (Joseph ve ark. 1998). Cildin iltihaplanmasi bolgesel uygulanan retinoik
asite baglanmigtir (Nordqvist ve Merh 1977). Kojik asit (Nakagawa ve ark. 1995) ve
azelaik asit kozmetik kullanimlarina bakildiginda alerjik 6zellikte oldugu saptanmuistir.
Beyazlatict etken madde tayinlerinde analitik yontemler kullanilmaktadir. Avrupa
birligi kozmetiklerde kullanilan beyazlatici ajanlarin kontrolii saglama agisindan tek bir
analitik yontem kullanilmaktadir (Komisyon yonergesi 95/32/EC). Belirtilen bu yontem
Avrupa Komisyonu tarafindan kitap halinde diizenletmistir. Metod hidrokinon ve onun
zararli tUrevlerin tayinine odaklanmistir. Ince tabaka kromatografisi ile kalitatif analizi
yapilarak maddelerin belirlenmesi ve sicaklik altinda homojen su/metanol karigimi ile
ekstrakte edilmis numunenin UV/VIS cihazi ile dedeksiyonlu LC kullanarak madde
miktarlarin tayinine dayanir. Sunu sdylemek gerekir ki beyazlatici ajan tayinlerinde
kullanilacak standart bir yontem yoktur. Fakat genel olarak bakildiginda beyazlatici

ajanlarin tayinleri Cizelge 2.15°de verilmistir.
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Cizelge 2.15. Beyazlatici ajanlarin tayinleri

Kozmetik | Ornek Hazirlama Hedeflenen Ajanlar Analitik Teknik Kaynak

Turd

Kremler Numune THF: 0,025 M fosfat tamponu (pH | AP, MAP (Aym sekilde | DPV, Kkarbon pasta elektrot kullanarak SPE+LC- | Sottofattori ve ark. 1998
3,5) karisimiyla homojen siispansiyon elde | farkli  koruyucular da | UV/VIS, mobil faz olarak MeCN: fosfat tamponu ile
edilinceye kadar karigtirilir tayin edildi) C18 kolonu

Kremler Kremler suda ¢ozulir ve stzildr, sonra bir | KA LC-UV/VIS, mobil faz olarak gradientli MeOH: pH 3,5 | Shih ve Zen 1999

ve pargast pH’1 10 olan tamponla karigtirilir. olan 0,025 M fosfat tamponu ile CN kolonu

Losyonlar | Losyonlar tamponla direk karistirilir

Kremler Krem 6rnegi suda ¢oziilir ve pH’1 10 olan | ARB DPV, ekran baskili karbon elektrot kullanilarak Shih ve Zen 2000
amonyum tamponuyla seyreltilir

Kremler Numune MeOH: su karisimui ile karistirthir | HQ, HQDM, HQMB, | DPV, ekran baskili karbon elektrot kullanilarak Desiderio ve ark. 2000
ve 1sitarak vortekslenir. Son olarak siizilir | HQMP, HQMPh

Kremler Numune suyla ekstrakte edilir ve stiziilir KA, MAP LC-UV//VIS Mobil faz olarak MeCN: 0,05 M fosfat | Shih 2001

ve tampon (pH 2,5) ile diol kolonu (Tanimlama amagh

Losyonlar oalrak TLC kullanilir)

Kremler Numune suyla karigtirthir ve 25 °C’da | AA, ARB, MAP GC-MS Chang ve Chang 2003
sonikasyon yapilir. Sonra siiziiliir ve N2 ile
oksijen uzaklagtirilir.
Numune 0,05 M fosfat tamponu (pH 2,5) | AG, ARB, HQ, KA, MAP | FI-AMP, grafit elektrodu Huang ve ark. 2004
ile ekstrakte edilir

Kremler Ornek suyla seyreltilir. Sonra karistirilir. ARB LC-UV/VIS, Mobil faz olarak 1 mM TBAB igeren | Lin ve ark. 2005

ve Diyaliz sisesine gonderilir ve online olarak MeOH: 0,01 M fosfat tampon ile C18 kolonu

losyonlar enjekte edilir

AA: Askorbik asit, AG: askorbil glukozit, AP: askorbil palmitat, ARB: arbutin, HQ: hidrokinon, HQDM: hidrokinondimetil eter, HQMB: hidrokinon monobenzil eter,

HQMP:

tetrabutil amonyum bromir, MeCN: asetonitri

hidrokinonmonopropil eter, HQMPh: hidrokinon monofenil eter, KA: kojik asit, MAP: magnezyum askorbil fosfat, THF: tetrahidrofuran, MeOH: metanol, TBAB:




2.10. Yuzey Analiz teknikleri

Optimizasyon, bir uygulama ya da deney prosesini en az maliyetle en iyi duruma
getirmek i¢in tercih edilen yontemler ve uygulamalardir. Belirli kurallara gore
uygulanip istatistiksel hesaplamalar yapilir. Optimizasyon yontemleri genel olarak
yuzey analiz teknikleri (Response surface methodology) basligi altinda incelenir (Sahin
ve ark. 2019). Literatiirde pek ¢ok deneysel parametrelerin verim degerleri tizerindeki
etkisini incelemek icin ytizey analiz teknikleri kullanilir. Merkezi kompozit dizayn
(CCD) yontemi de RSM icinde en cok tercih edilen yontemdir. Asagidaki denklem
(2.1), bir CCD'deki toplam deney sayisini (N) hesaplamak i¢in kullanilabilir:

N = 2+ 2Kk + Xo (2.1)
burada k degisken sayisidir. CCD ile tahmin edilen yanitlar1 hesaplamak igin tiim
etkilesim terimlerini igeren ikinci dereceden polinom denklemi (2.2) kullanilir.

y = bo + iy bix; + Xisy bux? 4+ Xy Xioiva bijxix; (2.2)
burada y yanit degiskenidir, bo bir sabittir ve bj, bii ve bjj sirastyla dogrusal, ikinci
dereceden ve degiskenler arasi etkilesim katsayilaridir. X ve X; bagimsiz degiskenlerdir
(i#)). Degiskenler belirlendikten sonra olusturulan deneysel dizayn tablosuna gore
deneyler yapilir. Deneylerin sonuglart Design Expert programi (7.0.0 versiyonu)

kullanilarak istatistiksel olarak ANOVA analizi ile hesaplanir.

2.11. Chlorella vulgaris

Mikroalgler igerdigi yag asitleri, karbohidrat, pigment, vitaminler, mineral,
antioksidanlar, steroller ve biyoaktif polifenoller iceren zengin bir kaynak sunan
mikroskop yardimiyla goriilebilen sularda yasayan canlilardir (Yilmaz 2019). Algler
metabolizma olarak otorofik veya heterotrofik bir yapiya sahip olabilir. Ototrofik
gruplar biiylimek i¢in inorganik bilesenlere tuz, karbondioksit ve 11k enersine ihtiyag
duyar. Heterotrofik gruplar, fotosentetik olmamalarindan dolayr mikroalgler harici bir
organik bilesen kaynagina ihtiyag duymaktadir. Kozmetikte kullanilan mikroalgler
ekstrakt formunda formiilasyonlara ilave edilir. Etken madde olarak kullanilan
mikroalglerin se¢imi Onemlidir. Mikroalgler ciltteki kollajen iiretimini arttirmasiyla
cildin yenilenmesini destekler ve kirisiklarin zamanla azalmasina yardimer olan cilt

bakim iirlinlerinde kullanilabilir. Ayrica erken yaslanma karsiti, yiiz, cilt, sa¢c bakim,
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giines koruycu, cilt sikilastirma ve gatlak kremlerinde kullanilabilmektedir (Metin ve
Baygar 2018). Chlorella vulgaris’in géz ¢evresi kreminde, Spirulina platensis’in krem
formiilasyonlarinda kullanilmaktadir (Koluman ve Selguk 2016). Tek htcreli mikroalg

olan Chlorella vulgaris’in igerigi Cizelge 2.15’de verilmistir.

Cizelge 2.16. Chlorella vulgaris igeriginde bulunan bilesenler (Nasir ve ark. 2017)

Chlorella vulgaris % icerik
Protein 51 -58
Karbohidrat 12 -17
Yag 14 - 22

Chlorella vulgaris’in yapist gekirdek gibi ve kiireye benzer. Kendini dis ortamlardan
hiicre duvart sayesinde koruyabilmektedir. Chlorella vulgaris eseysiz ve hizlh
ureyebilen autospordur. Stresli kosullar altinda biiyiiyebilir. Chlorella tirlerinin
kullanim amaglarindan bazilari; aktif immiinostimiilator, serbest radikal siipiiriicii, kan
lipidlerini azaltimi, mide iilserlerinin, yaralarin ve kabizligin 6nlenmesi ve gida katki
maddesi olarak kullanilir (Hamed 2016). Chlorella vulgaris fazla miktarlarda klorofil ve
karotenoid bilesikleri bulunur. Karotenoidler insan veya hayvanlarda sentezlenmeyen
sadece mikroorganizma ve meyvelerde sentezlenen dogal pigmentlerdir. Lipofilik ve
isoprenoit molekiiller, deniz canlilari, bitkiler, meyve ve sebze renklerinin
belirlenmesinde sorumlu bilesiklerdir (Ben-Amotz ve Fishler 1998, Gouveia ve Empis
2003). Kloroplast, bitkilerdeki kromoplastlar ve diger fotosentetik organizmalarda da
bulunabilmektedir. Diinya tizerinde bilinen 700’iin tizerinde karotenoid vardir. Cift
baglarinin sayisina goére cis-trans izomerlerini igerir. Karotenoid yapisindaki konjuge
cift baglar Uv 1sinlari, oksijen, sicaklikla parcalanabilir ve oksidasyona ugrarlar (Nasir
ve ark. 2017). Karotenoidler, karotenler ve ksantofiller olmak {izere iki gruba ayrilirlar.

Karotenoidlerin kimyasal yapilari sekil 2.12’de verilmistir.
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Lutein

Zeaksantin

Likopen

Sekil 2.13. Karotenoidlerin kimyasal yapilar
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Kapsantin

Antreaksantin

Sekil 2.13. Karotenoidlerin kimyasal yapilar1 (devam)
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""'OH

Fukosantin

Sekil 2.13. Karotenoidlerin kimyasal yapilar1 (devam)

Karotenoidler, insan sagligina etkileri pek ¢ok faktore (dagilimi absorpsiyon, ulasim ve
depolama vb.) baglidir (Yeum ve Russell 2002). Renkli meyve ve sebzeler baslica
karotenoid bilesikler igerirler.  B-karoten ve a-karoten sari-turuncu sebze ve
meyvelerde, o-kriptoksanthin turuncu meyvelerde, lutein koyu yesil sebzelerde ve
likopen domates ve domates lriinlerinde karotenoid agisindan zengindir (Rao ve Rao
2007). Karotenoidlerin son yillar iizerinde yapilan ¢aligmalar insan sagligini tehdit eden
hastaliklar1 6nlemek amaciyla yapilmaktadir. Yapilan literatiir calisgmasinda Chlorella
vulgaris yapisinda B-karoten, a-karoten ve lutein karotenoidleri belirlenmistir (Nasir ve
ark. 2017).

Ayrica yapilan ¢alismalarda Chlorella vulgaris ekstraktinin kollajen sentezine katki
sagladig1 igin, cilt dokusuna destek ve kirigiklarin azalmasina yardimci olmasi ile
kozmetikte cilt bakim firiinlerinde kullanilabilecegi anlasilmistir (Metin ve Baygar
2018, Wang ve ark. 2015). Bagka bir ¢alismada hidrojel bazli Chlorella vulgaris, cilt
yaralarin hizli iyilestirilmesi, iltihap Onleyici, akut ve kronik yaralarin iyilesmesinde

potansiyel kozmetik {iriin olabilecegi belirtilmistir (de Melo ve ark. 2019)
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Tez Kapsaminda Cahsilan Bitki Materyali

Tez kapsaminda kullanilan ve 2020 yilinda Dogu Hindistan’dan hasat edilen havlican

bitkisi, 2021 yilinda Tiirkiye/Bursa/Niliifer ilgesinde bulunan bir aktardan toz formunda

temin edildi.

3.1.2. Tez Kapsaminda Kullanilan Cihazlar

Asagida bulunan Cizelge 3.1’de cihazlarin kullanim &zellikleri ve kullanim amaglari

verilmistir.

Cizelge 3.1. Cihaz 6zellikleri ve kullanim amaglari

Kullanilan Model Kullanim Amaci
Cihazlar
HPLC 1200 Series, Havlicanda bulunan fenolik maddelerin
Agilent kantitatif tayininde kullanilmustir.
Technologies
UV-VIS Cary 50 Conc, Spektroskopik analizlerde kullanilmstir.
spektrofotometresi Varian
Vorteks VM-10, Wisd Analizlerde kullanilacak kimyasallarin
karistirllmasinda kullanilmistir.
Doner Re100 Analizlerde organik fazlarin
buharlastirici ucurulmasinda kullanilmistir.
Ultrasonik 2,8 L, United Analizlerde kullanilacak kimyasallarin,
karistirici ¢oOzeltilerin hazirlanmasinda
8’1i manyetik MS-MP8, Wisd kullanilmistir.
karistirici
Hassas analitik MS105DU, Mettler | Analizlerde kullanilacak kimyasallarin
terazi (x 0,00001 g) tartiminda kullanilmistir.
pH metre HI 221, Hanna Antioksidan kapasite tayininde pH
kontroliinde kullanilmistir.
Santrif{j 2206 A, Hermle Havlican ekstraksiyon islemlerinde
kullanilmistir.
Distile su cihazi Option Q DV25, Analizler igin gerekli saf suyu temin
ElgaPurelab etmek i¢in kullanilmistir.
FT-IR Thermoscientific, Hidrojellerin yapisal analizleri i¢in
Nicolet 6700 kullanilmistir.
SEM Carl Zeiss Evo 40, Hidrojellerin yapisal analizleri i¢in
Germany kullanilmistir.
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3.1.3. Tez Kapsaminda Kullanilan Kimyasallar

Analizlerde kullanilan kimyasallar Cizelge 3.2°de belirtilmistir.

Cizelge 3.2. Analizlerde kullanilan kimyasallar

Kullanilan Kimyasallar Firma Uriin Kodu
B-Siklodekstrin Sigma-Aldrich 779105
1,5-difenilkarbazit Sigma-Aldrich 259225
ABTS Sigma-Aldrich A1888
Alginik asit Sigma-Aldrich 71238
Aseton Merck 100013
Asetonitril Sigma-Aldrich 34851
Bakar (II) siilfat pentahidrat Sigma-Aldrich 209198
Di-Potasyum hidrojen fosfat Merck A964801
Etanol Merck 100983
Folin-Ciocalteau reaktifi Sigma-Aldrich F9252
Formik asit Merck 100264
Fosforik asit Merck 100563
Galangin Extrasynthese 1114S
Gallik asit Sigma-Aldrich 27645
Gliserin Kale kimya -
Hidroklorik asit Merck 100314
Oktildodekanol Kalekimya -
Kalsiyum klor(r dihidrat Merck 102382
Kamferol Sigma-Aldrich K0133
Kojik asit Sigma-Aldrich K3125
Metanol Merck 106007
L-DOPA Sigma-Aldrich D9628
p-kumarik asit Sigma-Aldrich C9008
Potasyum dihidrojen fosfat Fisher scientific P/4760/60
Potasyum dikromat Sigma-Aldrich 207802
Potasyum klorur Sigma-Aldrich 746436
Potasyum peroksidisulfat Merck 105091
Sephadex LH-20 Sigma-Aldrich LH20100




Cizelge 3.2. Analizlerde kullanilan kimyasallar (devam)

Tirosinaz Sigma-Aldrich T3824
Kivamlagtirict Kalekimya -
(Hidroksietil akrilat, Sodyum akriloil
dimetil, Taurat kopolimer, Isohekzadekan,
Polisorbat 60)
Sitrik asit monohidrat Kimetsan KIM-SAM/01CP
Sodyum dihidrojen fosfat Merck 141677
Sodyum hidroksit Sigma-Aldrich 795429
Sodyum karbonat Sigma-Aldrich 791768
Sodyum potasyum tartarat tetrahidrat Sigma-Aldrich 217255
Kondisyoner Kale kimya -
(Dimetikon)
Koruyucu Kale kimya -
(Etilheksilgliserin, Fenoksietanol)
Tri-sodyum sitratdihidrat Merck 106448
Kuersetin Sigma-Aldrich Q4951
pH 7,00 fosfat tamponu VWR Chemical 32096291

3.1.4. Tez Kapsaminda Kullamilan Sarf Malzemeler

Analizde kullanilan sarf malzemeler Cizelge 3.3’de belirtilmistir.

Cizelge 3.3. Analizlerde kullanilan sarf malzemeler

Malzemeler Model Katalog Kodu
Mikropipet (10 — 100 pL) Eppendorf Research 2683809
Mikropipet (100 — 1000 pL) Eppendorf Research 2683825
Mikropipet (500 — 5000 pL) Eppendorf Research 7683833

3.1.5. Tez Kapsaminda Kullanmilan Cozeltiler

Toplam fenolik madde tayininde kullanilan ¢ozeltiler

*Lowry A c¢Ozeltisi: 0,4 g NaOH katis1 (0,1 M) %2’lik Na,COs cozeltisi igerisinde

¢oziilerek hazirlanir (100 mL).

» Lowry B c¢ozeltisi: 0,5 g CuSOs, %1°lik NaKCuH4Os ¢Ozeltisi icerisinde ¢Oziilerek

hazirlanir (100 mL).
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= Lowry C ¢ozeltisi: 50:1 (v:v) oraninda Lowry A ve Lowry B ¢ozeltileri karistirilir.

= Folin-Ciocalteu cozeltisi: Folin-Ciocalteu c¢ozeltisi 1:3(v:v) oraninda saf su ile
seyreltilir.

= Gallik asit ¢ozeltisi: 0,1 g gallik asit az miktar metanolde ¢6zullr ve balon jojede

hacmi 100 mL’ye tamamlanr.

Antioksidan kapasite tayininde kullanilan ¢ozeltiler
ABTS metodu

*ABTS cozeltisi: 2,45 mM K2S;0s katis1 7 mM ABTS c¢ozeltisi igerisinde ¢oziliir (25
mL). 16 saat karanlik ortamda bekletilir. Analizler 6ncesi 1:10 (v:v) oraninda saf su ile
seyreltilir.

*Troloks ¢ozeltisi: 0,1 g Troloks katis1 az miktar metanolde ¢ozllir ve balon jojede

hacmi 100 mL’ye tamamlanir.

CHROMAC metodu

* 0,2 M KCI ¢ozeltisinin hazirlanisi: Toplam hacim 100 mL(balon jojede) olacak sekilde
bir miktar saf suda 1,49 g KCl ¢oziiliir ve hacmi 100 mL’ye tamamlanir.

* 0,2 M HCI ¢ozeltisinin hazirlanisi: Derisik HCI asitten (12,06 M) 1,66 mL alinarak
toplam hacim 100 mL (balon jojede) olacak sekilde saf su ile seyreltilir.

* pH 1,2 tamponun hazirlanisi: Toplam hacim 100 mL (balon jojede) olacak sekilde 0,2
M KCl (25 mL) ve 0,2 M HCI (42,5 mL) karigtirilir saf su ile tamamlanir.

* pH 2,8 tamponun hazirlanisi: Toplam hacim 1 L (balon jojede) olacak sekilde 6,24 g
NaH2P04.2H20 0,68 mL %85°lik (w/w) H3POs bir miktar saf suda ¢oziilir 1 L’ye
tamamlanir.

= K2Cr207 ¢ozeltisinin hazirlanisi: 0,5 mg K2Cr207 katisi bir miktar saf suda ¢oziiliir 100
mL’ye (balon jojede) saf su ile tamamlanir.

» 100 mg/L 1,5-difenilkarbazit ¢ozeltisinin hazirlanisi: 0,1 g 1,5-difenilkarbazit katis1 70
mL aseton, 30 mLpH 2,8 tampon ¢ozeltisinde ¢ozilir. 100 mg/L 1,5-difenilkarbazit
8,25 mg/L’ye pH 2,8 tampon ¢ozeltisiyle seyreltilir.

= Troloks ¢Ozeltisinin hazirlanisi: 0,1 g troloks katist bir miktar metanolde ¢oziiliir son

hacim olan 100 mL’ye (balon jojede) tamamlanir.
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Anti-tirosinaz inhibisyonu tayininde kullamlan ¢ozeltiler

*1 M 100 mL KH2PO4 ¢ozeltisi; 17,4183g kati tartilarak bir miktar saf suda ¢6ziinmesi
saglanir. Coziinme tamamlaninca 100 mL’lik balon joje igerisinde saf su ile hacim
tamamlamasi gergeklestirilir.

= 1 M 100 mL K2HPO4 ¢ozeltisi; 13,6092 g kat1 tartilarak bir miktar saf suda ¢6ziinmesi
saglanir. Coziinme tamamlaninca 100 mL’lik balon joje igerisinde saf su ile hacim
tamamlamasi gergeklestirilir.

* 50 mmol/L pH 6,80 tamponunun hazirlanisi; Hazirlanan 1 M KH2PO4 ve KoHPO4
cozeltilerinden sirasiyla 26,5 mL ve 23,5 mL 1000 mL’lik balon jojeye alinir hacim saf
su ile tamamlanir.

= 0,9 mg/mL L-DOPA c¢ozeltisinin hazirlanisi; L-DOPA katisindan 45 mg tartilip beher
icerisinde 6,80 tampon cozelti ile ¢ozilir ve 50 mL’lik balon joje’de hacim fosfat
tamponuyla tamamlanir.

= 1000 uM kojik asit ¢ozeltisinin hazirlanisi; 14,22 mg kojik asit katisindan tartilir bir
miktar pH 6,80 fosfat tamponu ile ¢oziiliip 100 mL’lik balon joje’de son hacim
tamamlanir. 100 pL alinarak 9,9 mL pH 6,8 fosfat tamponu ile hacim tamamlamasi yapilarak 100
uM Kojik Asit ¢ozeltisi hazirlandi.

» 500 U/mg 20 mL Tirosinaz ¢ozeltisinin hazirlanisi; 10 mg Tyrosinase from mushroom
tartilarak bir miktar pH 6,8 fosfat tamponunda ¢ozullr, 20 mL’lik balon jojede son

hacim fosfat tamponu ile tamamlanir

Kromatografik analizlerde kullanilan ¢ozeltiler

* %]1°1lik formik asit ¢dzeltisinin hazirlanigi: 10 mL derisik formik asit ¢ozeltisi bir
miktar saf su igerisinde ¢oziiliir son hacim saf su ile 1 L’ye balon jojede tamamlanir.

* Havlican orneklerindeki fenolik bilesiklerin kantitatif tayini icin standart fenolik
bilesikler metanol ile c¢oziilerek 1 ile 20 mg/LL derisimleri arasinda c¢ozeltiler

hazirlanmistir. Bu ¢ozeltiler yardimiyla kalibrasyon grafikleri hazirlanmistir.

Kemometrik calismalarda kullanilan ¢ozeltiler

* pH 5,5 sitrat tamponun hazirlanist: 2,8257g sitrik asit monohidrat(CsHsO7.H20) katisi
bir miktar saf suda ¢ozulur tzerine 0,7128g sodyum sitratdihidrat(CsHsNazO7.2H20)

katisi ilave edilir. Hacim 250 mL’ye balon jojede saf su ile tamamlanir.
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*%2 (w/v) CaCl; ¢ozeltisinin hazirlanisi: 1 g CaCl2.2H20 katisi bir miktar su igerisinde
¢Oziillir balon jojeye aktarilir, son hacim 50 mL’ye saf su ile tamamlanir.

* %1,5 (w/v) sodyum aljinat ¢ozeltisinin hazirlanist: Aljinik asit sodyum tuzundan 0,3g
tartilir bir miktar suda ¢oziiliir balon jojeye aktarilir, son hacim 20 mL’ye saf su ile
tamamlanir.

= B-siklodekstrin-havlican ¢ozeltisi: 2,0630 g B-siklodekstrin tartildi. Uzerine 48 mL
havlican etanol ekstrakti (40 g havlican, 200 mL %80 EtOH (%V/v)) ve 55 mL havlican
metanol ekstrakti (40 g havlican, 200 mL %80 MeOH (%v/v)) eklendi. Ektraksiyon

hazirlanis1 Sekil 3.1°de ayrintili olarak verilmistir.

3.2. YOntem

Tez kapsaminda yapilan ¢alismalari alt1 ana baslik altinda inceleyecegiz. Bunlar;
» Ornek hazirlama islemleri

= Spektroskopik yontemler

= Kromatografik yontemler

= Saflastirma caligsmalari

» Kemometrik ¢aligmalar

= Anti-tirosinaz enzim aktiviteleri

3.2.1. Ornek Hazirlama islemleri

Toz formunda temin edilen havlican bitkisi laboratuvarda oda sicakliginda kapali opak
bir kapta muhafaza edilmistir. Havlican bitkisinin ekstraksiyon yontemi Sekil 3.1° de

gosterilmistir.

20 g havlican bitkisi tartilir. Uzerine organik ¢dziicii ilave edilir.

y

Karistiricida 4 saat boyunca agzi kapali olacak sekilde 10°C’de ekstrakte edilir.
Stizgec kagidi ile siiziiliir.

Sekil 3.1. Havlican bitkisinin ekstraksiyon yontemi

Ekstraksiyon islemlerinde organik ¢oziicli olarak 100 mL %50 ve %80 etil alkol ve

metanol olacak sekilde ayr1 ayr1 4 farkli ekstrakt hazirlanir.
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3.2.2. Spektroskopik Yontemler
Folin-Ciocalteu yontemiyle toplam fenolik madde tayini

Elektron transferi metoduna dayanan Folin-Ciocalteu yontemiyle ekstraktlarda bulunan
toplam fenolik madde miktari tayini yapilmistir (Giines ve ark. 2016). Tiiplere 100 pL
havlican ekstrakti alinir, tizerine 1900 pL saf su, 2500 uL. Lowry C ¢6zeltisi ve 250 uL
seyreltilmis Folin-Ciocalteu ¢dzeltisinden ilave edilir. Karistirildiktan sonra 30 dakika
karanlikta bekletilen Orneklerin 750 nm’de UV-VIS spektrofotometresi ile absorbans
Olcimleri yapilir. Kalibrasyon grafigi i¢in gallik asit ¢0Ozeltisi standart olarak
kullanilmistir. Belirli araliklarla artan gallik asit ¢ozeltileri hazirlanip en kiiclik kareler
yontemi ile kalibrasyon grafigi ¢izilmistir (Cizelge 3.4). Toplam fenolik madde
miktarlart mg gallik asit esdegeri (GAE)/g 6rnek olarak hesaplanmustir.

Cizelge 3.4. Folin-Ciocalteu kalibrasyon verileri

Yontem Derisim arahig: Dogru Denklemi Regresyon
(mg/L) katsayisi (R?)
Folin-Ciocalteu 1-50 y = 0,0180x - 0,0390 0,9950

ABTS yontemiyle antioksidan kapasite tayini

Havlicandan elde edilen ekstraktlarin antioksidan kapasite tayini ABTS yontemi ile
yapilmistir (Sahin ve ark. 2012, Re ve ark. 1999). 100 pL havlican ekstrakti tlipe alinir,
3900 pL etanol ilave edilir, karistirilir. Uzerine 1 mL seyreltilmis ABTS ¢ozeltisi ilave
edilir, karigtiritlip 6 dakika sonunda 734 nm’de UV-VIS spektrofotometresi ile
absorbans Ol¢iimleri yapilir (Asmek). KOr ¢ozelti olarak 4 mL etanol ve 1 mL ABTS
ilave edilerek 6 dakika sonra absorbans Ol¢iimii yapilarak Axsr degeri kaydedilir.
Absorbans degerleri kulanilarak %inhibisyon degerleri belirlenmistir (Esitlik 3.1.)

% inhibisyon = M x 100 (3.1)

Kor
Kalibrasyon grafigi i¢in standart olarak troloks ¢oOzeltisi kullanilmigtir. Belirli
miktarlarla artan troloks ¢ozeltileri hazirlanip en kuglk kareler yontemiyle kalibrasyon
grafigi belirlenmistir (Cizelge 3.5). Kalibrasyon grafigi kullanilarak havlican
ekstraktlarmin antioksidan kapasite degerleri mg troloks esdegeri (TE)/g 6rnek olarak

hesaplanmustir.
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Cizelge 3.5. ABTS kalibrasyon verileri

Yontem Derisim arahg: Dogru Denklemi Regresyon
(mg/L) katsayisi (R?)
ABTS 0,1-8 y =10,2800x + 8,6750 0,9990

CHROMAC yontemiyle antioksidan kapasite tayini

Havlican ekstraktlarinin antioksidan kapasite miktarlar1 CHROMAC yontemi ile de
yapilmustir (Karkar ve ark. 2020, Nasir ve ark. 2017). 100 uL havlican ekstraktindan
alinir tizerine 400 pL saf su, 3500 pL pH 2,8 fosfat tamponu, 500 pL potasyum
dikromat ¢Ozeltisi eklenir ve karigtirtlir. En son 500 pL 1,5-difenil karbazit eklenip
karistirtlir, karanlik ortamda 50 dakika beklenir. Daha sonra 540 nm’de UV-VIS
spektrofotometresi ile absorbans Ol¢iimleri yapilir (Asmek). Standart olarak troloks
cozeltisi kullanilmistir. Belirli araliklarla artan troloks g¢ozeltileri hazirlanip en kiigiik

kareler yontemi ile kalibrasyon grafigi ¢izilmistir (Cizelge 3.6).

Cizelge 3.6. CHROMAC kalibrasyon verileri

Yontem Derisim arahgi Dogru Denklemi Regresyon
(mg/L) katsayisi (R?)
CHROMAC 0,1-50 y = 0,0040x + 0,3460 0,9940

Kor i¢in pH 1,2 tamponu kullanilmigtir. 500 pL saf su iizerine, 3500 pL pH 1,2
tamponu, 500 puL potasyum dikromat ¢6zeltisi ve 500 pL 1,5 difenilkarbazit ¢ozeltileri
eklenir kanstirtlir ve 50 dakika karanlikta bekletilip 540 nm’de UV-VIS
spektrofotometresi ile absorbans dlglimleri yapilir (Aksr). Esitlik 3.2°ye gore drneklerin

absorbansi hesaplanir.

A= Akijr - Aijrnek (32)
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3.2.3. Kromatografik Yoéntemler
HPLC-DAD cihaz ile fenolik maddelerin kantitatif tayini

Havlican icerisinde bulunan fenolik bilesiklerin tayini icin yiiksek performansli sivi
kromatografisi (HPLC) kullanilmigtir. Dedektor olarak foto diyot serili dedektor (DAD)
secilmistir. %1 (v/v) formik asit ve asetonitril ¢ozeltileri sistemin hareketli fazim
olusturmaktadir. C18 kolonu (XBridge C18 3,5 um; 4,6x250 mm) 0,5 mL/dk akis hizi
10 uL enjeksiyon hacmi ile analizler gergeklestirilmistir. Fenolik bilesiklerin HPLC
tayinlerinde galangin, kamferol ve kuersetin i¢in 360 nm, p-kumarik asit igcinde 320

nm’de ¢alisilmistir. HPLC ¢alisma programi Cizelge 3.7’de verilmistir.

Cizelge 3.7. HPLC ¢aligma programi

Kullanilan hareketli fazlar (%)

Zaman (dk)

%1’lik formik asit Asetonitril
0 90 10
10 87 13
20 59 41
25 30 70
35 90 10
36 90 10

HPLC dogru denklemi, standart fenolik maddelerin artan konsantrasyonuna karsilik
alinan pik alanlar1 kullanilarak hesaplanmistir. Calisilan 6rneklerin pik alani kalibrasyon

denkleminde yerine konularak sonuglar mg/g olarak hesaplanmustir.

3.2.4. HPLC-DAD cihaz ile karotenoidlerin kantitatif analizi

Chlorella vulgaris igerisinde bulunan karotenoid bilesiklerin tayini igin yiiksek
performansli sivi kromatografisi (HPLC) kullanilmistir. Dedektor olarak foto diyot
serili dedektor (DAD) segilmistir. %95 metanol-%5 H>O (H20: %0,05 trimetilamin
icermektedir) ve tert-bitil metil eter ¢oziiciileri ile gradient programli hareketli faz
sistemi kullanilmistir. YMC Carotenoid C30 (250x4.6 mm, Sum, YMC Co., Ltd)
kolonu, 1,0 mL/dk akis hiz1 ve 20 puL enjeksiyon hacmi ile analizler gergeklestirilmistir.
Karotenoidlerin HPLC tayini icin 450 nm’de ¢alisilmistir. HPLC ¢alisma programi
Cizelge 3.8’de verilmistir.
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Cizelge 3.8. HPLC ¢alisma programi

Kullanilan hareketli fazlar (%)

Zaman (dk) %95 metanol ter-butil metil eter
0 95 5
15 80 20
20 70 30
30 60 40
40 25 75
45 95 5

HPLC dogru denklemi, standart karotenoidlerin artan konsantrasyonuna karsilik alinan
pik alanlar1 kullanilarak hesaplanmistir. Calisilan 6rneklerin pik alani kalibrasyon

denkleminde yerine konularak sonuclar mg/g olarak hesaplanmistir.

3.2.5. Saflastirma Calismalar:

Hazirlanan %80 etanol ve %80 metanol havlican ekstraktlarinda bulunan fenolik
maddeler Sephadex LH-20 kolon kromatografisi ile saflastirilmistir. Saflastirma

yontemi Sekil 3.2°de 6zetlenmistir.

%80 organik (v/v) ¢6ziicli havlican
ekstraktindan 10 mL alinir kolondan gegirilir.

v

Daha sonra kolona 100 mL organik ¢ozicu eklenir.

v

Tiiplere 3 mL kolondan elue olan fraksiyonlar toplanir.

Sekil 3.2. Kolon metodu ile fenolik maddelerin saflastiriimasi (etanol ve metanol)

Elde edilen fraksiyonlarin (3 mL/tiip) 320 ve 360nm’de absorbans 6l¢timleri UV-VIS
spektrofotometresi ile yapildi. Sonra tlip numaralarina kars1 absorbans degerleri her iki
dalga boyu ic¢in ayr1 ayr1 grafige geg¢irildi. Daha sonra fraksiyonlar birlestirilerek
saflagtirilan  fenolik madde gruplarimin  ayrilmasi  saglanmistir.  Birlestirilen
fraksiyonlarin toplam fenol ve antioksidan kapasite tayinleri yapilmistir. Bu yontemler

boliim 3.2.2°de ayrintili olarak acgiklanmustir.
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Havhicanlhi-krem hazirlanisi

Kolondan toplanip birlestirilen fraksiyonlarda bulunan metanol (50°C) doner
buharlastirici ile uzaklastirildiktan sonra elde kalan kalint1 alinip tartildi. Saflastirilan

fenolik madde kalintis1 krem hazirlaniginda kullanild (Sekil 3.3).

Behere 182,9 g saf su alinir.

v

Kivamlastiricidan 5,60 g saf suyun iizerine yavas yavas ilave edilirken 1500
devirde 15 dk bovunca karistirici ile karistirilip kivam almasi saglanir.

v

Kivam aldiktan sonra sirasiyla 3,50 g gliserin; 5,00 g oktildodekanol; 1,5 g
kondisyoner; 1,5 g koruyucu ilave edilir. Boylece toplamda 200 g krem
hazirlanmis olur

v

Hazirlanan kremden tiipe 10,5765 g tartilip tizerine %80 etanollii ekstraktin
kolon kromatografisinden saflagtirilmig havlican katisindan 0,0503 g ilave
edilir.

¥

Vortex ile 5 dakika boyunca karistirilir. +4°C’de buzdolabinda saklanir.

Sekil 3.3. Havlicanli yiiz kreminin hazirlanis

Buzdolabindan alinan krem tizerine 10 mL etanol eklenip, sicak su
banyosunda 15 dk bekletilir.

'

Hazirlanan iiriin 3000 rpm’de 15 dk boyunca santrifiijlenir. Mikropipet ile
kremin st kismindaki sivi fazdan 100 uL tipe alimir 1:10 (v:v) etanol ile

'

Toplam fenolik madde ve antioksidan kapasite dlgtimleri seyreltilmis
numuneden calisilir.

Sekil 3.4. Toplam fenol ve antioksidan kapasite 6lgtimleri igin krem drneklerinin
hazirlanisi

Ayrica hazirlanan krem Orneginin toplam fenol ve antioksidan kapasite tayinleri
yapilmistir. Bu yontemler Boliim 3.2.2°de ayrintili olarak agiklanmistir. Toplam fenol

ve antioksidan kapasite 6l¢iimleri i¢in hazirlanan 6rnekler Sekil 3.4’de anlatilmistir.
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Chlorella vulgaris ekstraksiyonu

Tez kapsaminda hazirlanacak kremlerde mikroalg ekstraktida kullanilacaktir. Bu amagla

Chlorella vulgaris’in ekstraksiyon asamalar1 Sekil 3.5’te anlatilmistir.

Chlorella vulgaris katisindan 0,3014 g behere tartilir tizerine 20 mL
etanol ¢oziiciisii ilave edilip beherin agz1 parafinle kapatilir

'

Iki saat boyunca magnet yardimiyla oda sicakliginda manyetik
karistiricida karistirilir

'

Karistirma islemi sonunda siiziiliir 10 mL etanol ile yikama yapilir

!

Elde edilen Chlorella vulgaris ¢ozeltisi (30 mL) cam balona alinip
doner buharlastiricida 40 °C’ta devir 5’te s1vi kisim ugurulur kati kisim
elde edilmistir

Sekil 3.5. Chlorella vulgaris ekstraksiyon agamalari

Chlorella vulgaris iceren kremin hazirlamsi

Chlorella vulgaris igeren kremin hazirlanis1 Sekil 3.6’da anlatilmistir

Sekil 3.3’te anlatildig1 gibi hazirlanan 200 g kremden 3,7351 g krem
tartilir

v

Sekil 3.6’te elde edilen Chlorella vulgaris katisindan 0,0145 g, krem
(3,7351 g) tlizerine tartilir ultrasonik banyoda ¢ozlilmiistiir

'

Hazirlanan krem +4 °C buzdolabinda saklanmigtir

Sekil 3.6. Chlorella vulgaris ekstraktli krem

Sekil 3.4’te belirtildigi gibi orneklerde toplam fenolik madde ve antioksidan kapasite

Olctimleri seyreltilmis numuneden ¢aligilir.
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3.2.6. Kemometrik Calismalar

Kemometrik yontemlerde kullanilacak ektsrakt kalintisi i¢in havlican ekstrakti -
siklodekstrin ile enkapsule edildi. Havlican ekstraktinin enkapsiilasyon islemi Sekil

3.7°de anlatilmistir.

B-siklodekstrin-havlican ¢6zeltisi Boliim 3.1.5°te anlatildig: gibi
hazirlanmistir.

A 4

Magnetik karistiricida 50 °C sicakliginda ¢6ziiciisii tamamen uguncaya
kadar karistirildi.

Sekil 3.7. Havlican ekstraktinin enkapstilasyonu

Galangin-aljinat hidrojellerinin hazirlanmasi i¢in kemometrik yontemler kullanilmistir.

Bu amagla kullanilan seviye degerleri ve deney bilgileri Cizelge 3.9.-3.10°da verilmistir.

Cizelge 3.9. Merkezi kompozit dizayn i¢in faktorler ve kodlanmis seviye degerleri

Faktor Kodlanms seviyeler
-2 -1 0 1 2
Na-Al (%w/v) 0,5 1,0 15 2,0 2,5
CaClz (%wl/v) 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0
Zaman (dk) 10 20 30 40 50
Ekstrakt (%w/v) 0,1 0,3 0,5 0,7 0,9

Cizelge 3.10. Gergek seviye degerleri icin merkezi kompozit dizayn tablosu

Deney X1 X2 X3 X4
Na-Al (%w/v) CaCl2(%w/v)  Zaman (dk)  Ekstrakt
(Yowlv)
1 1 1,5 20 0,3
2 2 1,5 20 0,3
3 1 2,5 20 0,3
4 2 2,5 20 0,3
5 1 1,5 40 0,3
6 2 1,5 40 0,3
7 1 2,5 40 0,3
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Cizelge 3.10. Gergek seviye degerleri i¢cin merkezi kompozit dizayn tablosu (devam)

8 2 2,5 40 0,3
9 1 15 20 0,7
10 2 15 20 0,7
11 1 2,5 20 0,7
12 2 2,5 20 0,7
13 1 15 40 0,7
14 2 15 40 0,7
15 1 2,5 40 0,7
16 2 2,5 40 0,7
17 0,5 2 30 0,5
18 2,5 2 30 0,5
19 15 1 30 0,5
20 15 3 30 0,5
21 15 2 10 0,5
22 15 2 50 0,5
23 15 2 30 0,1
24 15 2 30 0,9
25 15 2 30 0,5
26 15 2 30 0,5
27 15 2 30 0,5
28 15 2 30 0,5
29 15 2 30 0,5
30 15 2 30 0,5
Hidrojel Olusumu

Cizelge 3.9’da belirtilen deneysel liosullara gore hidrojeller hazirlanir.

50 mL CaCl; ¢ozeltisi 125 rpm’de magnet ile karistirilirken tizerine 2 mL’lik
enjektor (0,7x32 mm, 22G) ile Na-Al ¢ozeltisi damla damla ilave edilir.

v

Damlatma islemi bittiginde 125 rpm hizinda yaklasik 30 dk daha karistirilir.

v

Adi siizgec kagidinda suzullr, hidrojeller 20 mL saf su ile yikanir.

v

Stzulen hidrojeller kurutulmaya birakilir.

Sekil 3.8. Hidrojellerin elde edilisi
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Kemometrik yontemle olusturulun hidrojellerin yapilist Sekil 3.8’de anlatilmistir.

Hidrojellerden galangin salinim ¢alismasi

Kemometrik yontemlerde yanit degerlerinin belirlenmesi i¢in elde edilen hidrojellerden
galangin salinim ¢aligmasi yapilmistir. Daha sonra galangin miktarlart HPLC ile

belirlenmistir. Salinim ¢alismasinin plan1 Sekil 3.9°da anlatilmigtir.

Hidrojellerden 0,1500 g tupe konulur.
v

2 mL pH 5,50 sitrat tamponu eklenir. 2 dk boyunca vortex ile
karigtirilir.

v

1 saat boyunca 37 °C’de inkiibasyona birakildi. Stvinin iist kismindan
viyale 1,5 mL ¢ozeltiden alinir HPLC’de salinim sonras1 galangin
miktari belirlenir.

Sekil 3.9. Salinim ¢alismasi i¢in analiz semasi
Hidrojellerin fizokimyasal ve yapisal analizleri

Hidrojellerin fizikokimyasal olarak sisme testi analizi yapilmistir (Sekil 3.10). Sisme

testi i¢in sisme orani (%) asagidaki formiille hesaplanmustir.

Sekil 3.8’de elde edilen kurutulmus (72 saat oda kosullarinda)
hidrojellerden 50 mL’lik balona 0,1000 g (Wkuru )tartilir.

v

Uzerine 10 mL pH tamponu (pH 5,5 sitrat tamponu) eklenir ve
karistiricida agzi kapali olacak sekilde 24 saat karigtirilir. Hidrojellerin
kutleleri (Wyigme) belirlenir.

Sekil 3.10. Sisme orani testi i¢in analiz semasi

sisme orant (%) = tslak kiitle(Wsisme) —kuru kiitle (Wiury) X100 (3.3)
rwuru kiitle (Wiura)

Yapisal analizleri i¢in fourier doniisiimli infrared spektroskopisi (FT-IR) ile analiz

Bursa Uludag Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi Kimya Boliimii’nde hizmet alimi
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seklinde yapilmistir. Hidrojellerin yiizeyleri hakkinda bilgi edinmek icin SEM
(Taramali elektron mikroskobu) analizleri, Bursa Uludag Universitesi Fen-Edebiyat
Fakiiltesi Fizik Boliimii’nde bulunan taramali elektron mikroskobu ile hizmet alimi

seklinde yapilmistir.

3.2.7. Anti-tirosinaz enzim aktiviteleri

Cizelge 3.11°de gosterilmis olan 6rneklerin her birinin IC50 (Enzim’in %50’sini inhibe
eden inhibitdér konsantrasyonu) degerlerinin hesaplanmasinda ¢aligildigi miktarlar
verilmistir. Bu O6rnekler 5 mL dimetilsiilfoksit ¢ozeltisinde ¢oziilerek hazirlandi. Her bir
ornegin anti-tirosinaz enzim aktiviteleri icin Cizelge 3.12°deki degerleri kullanilmistir.
100 pL 6rnek, 1000 pL L-DOPA, 3400 uL pH 6,80 tamponu eklenir ve karistirilir. En
son 500 pL tirozinaz enzimi eklenir ve 1 dk boyunca karigtirtlir. Daha sonra 450 nm’de
UV-VIS spektrofotometresi ile absorbans Ol¢limleri yapilir. Elde edilen absorbans
degerleri esitlik 3.4’teki formiilde yerlerine konularak %inhibisyon degerleri hesaplanir
Standart olarak kojik asit c¢Ozeltisi kullanilmis belirli konsantrasyonlara karsi

%inhibisyon degerlerini en kii¢iik kareler yontemi ile kalibrasyon grafigi ¢izilmistir.

Cizelge 3.11. IC50 degerleri belirlenecek 6rnekler ve kullanildigi miktarlar

Ornek Miktar (mg)
Havlican ekstrakti katis1 (EtOH) 10,15

Havlican ekstrakti Katis1 (MeOH) 10,21

Hidrojel 99,41

Hidrojelli krem 1121,71

Havlicanli krem 1103,79

C. vulgaris igeren krem 1227,00

C. vulgaris katis1 51,33

Krem 1036,86

Y%inhibisyon = %‘S‘D)xwo (3.4)

Esitlik 3.4’te bulunan A, B, C ve D degerlerinin elde edilmesi Cizelge 3.12°de

verilmistir. Her biri 450 nm’de 6rneklerin okunan absorbans degerleridir.

48



Cizelge 3.12. A, B, C ve D ¢0zelti hacimleri

. pH 6,80 tampon . . o
Ornekler L-DOPA . Kojik asit | Tirosinaz
cozeltisi
1000 pL 3500 pL 500 pL -
B 1000 pL 4000 pL - -
pH 6,80 tampon 3y o
L-DOPA . Ornek Tirosinaz
cozeltisi
C 1000 pL 3400 pL 100 pL 500 pL
pH 6,80 tampon 3y
L-DOPA . Ornek Tampon
cozeltisi
D 1000 pL 3400 pL 100 pL 500 pL
Cizelge 3.13. %inhibisyon kalibrasyon verileri
Yontem Derisim arahig: Dogru Denklemi Regresyon
(UM) katsayisi
(R?)
%Inhibisyon 1-20 y =3,0130x + 9,9540 0,9940
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4. BULGULAR

Tezde sunulan bulgulari bes ana baslik altinda inceleyecegiz. Bunlar;
= Spektroskopik sonuclar

= Kromatografik sonuglar

= Saflastirma sonuclari

= Kemometrik sonuglar

= Anti-tirosinaz enzim aktiviteleri

4.1. Spektroskopik Sonugclar

Havlican ekstraktlarinin  spektroskopik tayinleri icin (toplam fenolik madde ve

antioksidan kapasite) bulunan sonuglar Cizelge 4.1°de verilmistir.

Cizelge 4.1. Spektroskopik bulgular

Ekstrakt turd Folin-Ciocalteu ABTS CHROMAC
(mg GAE/g 6rnek) (mg TE/g6rnek)  (mg TE/g 6rnek)
%80 Etanol 363,558+ 0,738 113,607 £ 5,122 282,622 + 4,743
%80 Metanol 224,124 + 0,092 78,836 + 4,870 41,463 + 0,862
%50 Etanol 266,470 + 0,369 99,666 + 3,598 223,171 + 0,862
%50 Metanol 188,499 + 0,461 68,292 + 3,172 79,878 + 0,862

4.2. Kromatografik Sonuglar

HPLC-DAD cihazi igin havlican bitkisinde bulunan fenolik madde miktarlar tayininde
kullanilan galangin (360 nm), p-kumarik asit (320 nm), kuersetin (360 nm) ve kamferol
(360 nm) fenolik standartlarindan 1-20 mg/L konsantrasyon araliginda kalibrasyon
grafigi ¢izilmis ve Cizelge 4.2’de verilmistir. Ayrica ekstraksiyon calismalari igin
fenolik maddelerin geri kazanim c¢alismalar1 da yapildi. Ekstraksiyon yénteminde
icerisinde 10 mg/L galangin ve 1 mg/L kamfeol, kuersetin ve p-kumarik asit iceren
ekstraktlar kullanilmistir. Bunun i¢in geri kazanim calismalarin %80 etanol ve %80

metanol ekstraktlar1 kullanilmistir.
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Cizelge 4.2. HPLC-DAD igin hazirlanan fenolik maddelerin kalibrasyon grafikleri

Fenolik Kalibrasyon R? LOQ | LOD | Geri kazamim (%)
Madde denklemi (mg/L) | (mg/L) | [/ Ekstraksiyon
tara
Galangin y=57,77x+1,30 | 0,998 | 0,0513 | 0,0154 95,63 +1,75
(32,67 dk) /EtOH
96,11 +0,24
/MeOH
p-kumarik | y=131,20x +5,03 | 0,999 | 0,2737 | 0,0821 88,85 * 3,56
asit /EtOH
(24,16 dk) 82,45+0,11
/MeOH
Kuersetin y =78,23x—32,59 | 0,998 | 0,1603 | 0,0481 93,23 £ 4,77
/EtOH
(27,90 dk) 90,58 + 2,34
/MeOH
Kamferol y =78,35x - 16,96 | 0,998 | 0,0747 | 0,0224 97,06 + 0,09
/EtOH
(29,40 dk) 100,55 £ 0,26
/MeOH

Cizelge 4.3. Havlican ekstraktlarinda bulunan fenolik madde miktarlar

Ekstraksiyon Galangin p-kumarik asit Kuersetin Kamferol
turd (mg/q) (mg/q) (mg/q) (mg/q)

%50 Etanol 10,2368 + 0,0048 + 0,0613 + 0,2112 +
0,0461 0,0004 0,0019 0,0018

%80 Etanol 11,4343 + 0,0061 + 0,0612 + 0,2199 +
0,0729 0,0001 0,0015 0,0015

%50 Metanol 9,9447 + 0,0031 + 0,0534 + 0,0762 +
0,3770 0,0002 0,0001 0,0022

%80 Metanol 10,4906 + 0,0031 + 0,0604 + 0,1968 +
0,1146 0,0002 0,0001 0,0018

HPLC-DAD cihazinda hazirlanan fenolik bilesiklerin kalibrasyon grafikleri ile havlican
bitkisinde bulunan galangin, p-kumarik asit, kamferol ve kuersetin fenolik bilesiklerin

ekstraksiyon verimleri Cizelge 4.2’de verilmistir.

Havlican bitkisindeki fenolik madde miktarlar kalibrasyon grafiginden hesaplanmis ve

sonuclar1 Cizelge 4.3’de verilmistir.
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4.3. Saflastirma Calismalar

%80 etanol (v/v) ve %80 metanol (v/v) havlican ekstraktindan ayr1 ayri 10 mL alinarak
kolondan gecirildi. 100 mL metanol gegirilerek fraksiyonlar (3 mL) toplandi. Herbir
fraksiyondan 0,1 mL almip 4,9 mL metanol ile seyreltildi ve UV-VIS
spektrofotometresinde 320 ve 360 nm’de absorbanslar 6l¢iildii. 320 ve ve 320 nm’de

fraksiyonlarin absorbans degerleri verilmistir.

320 nm

1,00

0,80

0,60

0,40

Ahsorbans

0,20

0,00
Tip numarasi

Sekil 4.1. 320 nm’de etanol ekstraktinin fraksiyon/absorbans grafigi

360 nm

1,00

0,80

0,60

0,40

Ahsorbans

0,20

0,00
Tip numarasi

Sekil 4.2. 360 nm’de etanol ekstraktinin fraksiyon/absorbans grafigi
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Sekil 4.3. 320 nm’de metanol ekstraktinin fraksiyon/absorbans grafigi
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Sekil 4.4. 360 nm’de etanol ekstraktinin fraksiyon/absorbans grafigi

Her iki ekstraktin fraksiyonlar1 15-34 nolu tiipler birlestirildi ve doner buharlastirici ile
¢oOziicii uzaklastirildi. Elde edilen kalintilardan 0,0805 g etanol ekstrakt ve 0,0305 g
metanol ekstrakt kalintis1 elde edildi. Etanol ekstrakt kalintis1 daha fazla oldugu i¢in
havlicanli krem ¢alismalarinda kullanildi. Bu elde edilen kalintilarin HPLC-DAD ile
analizleri yapildi. Saflagtirma islemi sonrasi etanol kalintisinda 0,4454 mg/g kuersetin,
3,2345 mg/g kamferol, 217,056 mg/g galangin, 0,0102 mg/g p-kumarik asit, metanol
kalintisinda 0,3885 mg/g kuersetin, 3,0028 mg/g kamferol, 215,4150 mg/g galangin,
0,0117 mg/g p-kumarik asit bulundu. Havlicanli kreminin goriintiisii Sekil 4.5°te

verilmistir.
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Krem caligmalarinda ayrica Chlorella vulgaris ekstrakti da kullanilmistir (Sekil 4.6).
Daha sonra hem krem oOrneklerinde hem de Chlorella vulgaris ekstraktinda

Sekil 4.5. Havlicanli yiiz kremi

spektroskopik calismalar yapilmigtir (Cizelge 4.4).

Cizelge 4.4. Spektroskopik bulgular

Ornek Folin-Ciocalteu ABTS CHROMAC
(mg GAE/g 6rnek) | (mg TE/g 6rnek) (mg TE/g
ornek)

C. vulgaris ekstrakti 84,263+0,794 17,314+0,120 69,007+0,086
Krem 0,047+0,001 0,136+0,003 0,332+0,012
C.vulgaris iceren 2,235+0,006 1,751+0,055 10,913+0,214
krem

Havlican krem 0,279+0,022 0,242+0,004 0,874+0,036

Ayrica C.vulgaris ekstraktinda bulunan karotenoidler HPLD-DAD ile analiz edilip
miktarlar1 belirlenmistir. Buna gore C.vulgaris ekstraktinda 0,1302+0,0002 mg/g lutein

bulunmustur.
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Sekil 4.6. Chlorella vulgaris krem formu

4.4, Kemometrik Calismalar

Cizelge 3.8 ve 3.9°da verilen seviyelere gore Sekil 3.8’de belirtilen islem basamaklarina
gore 30 hidrojel Orneginden galangin salinim ¢aligmasi yapilmigtir. Daha sonra
hidrojellerden salinan galangin miktarlart HPLC-DAD ile belirlenmistir. Elde edilen 30
hidrojel i¢in galangin salinim degerleri kullanilarak Design Expert 7.0.0 (Stat-Ease inc.
USA) programi ile ANOVA analizi yapilmistir. Merkezi kompozit dizayn yontem ile
bulunan tahmini galangin salinim degerleri Cizelge 4.5’te verilmistir. Ayrica (Cizelge
4.6) bulunan ikinci dereceden denklemler ile tahmini degerler hesaplanmistir (Cizelge
4.7).
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Cizelge 4.5. Kemometrik deneysel ve tahmini degerler

Deney Salinan galangin derisimi (mg/L)
Deneysel degerler Tahmini degerler
1 2,65 2,49
2 1,52 1,33
3 2,29 2,34
4 1,30 1,55
5 3,16 3,35
6 2,39 2,06
7 2,13 1,88
8 0,95 0,96
9 3,26 3,22
10 2,09 2,34
11 3,15 3,49
12 3,19 2,98
13 3,67 3,43
14 2,50 2,43
15 2,20 2,38
16 1,57 1,75
17 3,93 3,90
18 2,06 2,11
19 3,00 3,30
20 2,75 2,47
21 2,35 2,20
22 1,66 1,82
23 0,63 0,84
24 2,54 2,35
25 2,86 2,76
26 2,86 2,76
27 2,31 2,76
28 2,84 2,76
29 3,08 2,76
30 2,63 2,76

Cizelge 4.6. Kemometrik yanit degerleri icin ANOVA analizi sonuglari

Yoéntem Galangin salimm derisimi (R? =0,9214)
DF SS MS F P degeri
degeri
Model 14 15,58 1,11 12,56 < 0,0001
Lack of fit 10 0,98 0,098 1,43 0,3641
Pure error 5 0,34 0,069

DF: serbestlik derecesi, SS: karelerin toplami, MS: ortalamalarin karesi
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Cizelge 4.7. Kuadratik polinom denklemleri (xi:Na-Al ytzdesi (%w/v), x2:CaCl
yuzdesi (%w/v), xs:Zaman (dK), x4:Ekstrakt ylzdesi (%ow/v))

Yanit Kuadratik polinom denklemi
Salinan galangin y = 2,76 -0,45x1 -0,21x, -0,094x3+ 0,38x4 -0,33x2X3 -0,16X3X4 -
miktari 0,19x3% -0,29x4°

Cizelge 4.8. Kemometrik optimum kosullar ve deneysel/tahmini degerler

Faktor Optimum Maksimum salinan galangin derisimi
kosullar (mg/L)
Tahmini deger Deneysel deger
Na-Al (%w/v) 0,69 4,97 5,02+0,10
CaCl2 (%ow/v) 1,00
Zaman (dk) 43,55
Ekstrakt (%w/v) 0,48

Galangin-aljinat hidrojellerinin hazirlanmasi i¢in kemometrik ydntemlerden merkezi
kompozit dizayn kullanilmistir. Yapilan ANOVA analizine gore salinan galangin
derisimi sonuglar1 lizerinde faktorlerin etkisini gosteren yiizey analiz grafikleri Sekil

4.7a ve 4.7b’de verilmistir.
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Sekil 4.7a. Kemometrik yiizey analizi grafikleri (Zaman- CacCl; etkisi)
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Sekil 4.7b. Kemometrik ylzey analizi grafikleri (Zaman-Ekstrakt etkisi)

Hidrojellerin fizikokimyasal ve yapisal analizleri

Kemometrik yontem ¢alismalari i¢in ilk 6nce havlican ekstrakti f-siklodekstrin ile
enkapsule edildi. Enkapsulasyon sonrasi elde edilen galangin-f-siklodekstrin
kalintisinin  goriintiisii Sekil 4.8’de verilmistir. Bu kalinti kullanilarak hazirlanan
hidrojellerin goriintiisiide Sekil 4.9’da verilmistir. Elde edilen hidrojeller i¢in FT-IR
spektrumu (Sekil 4.10), hem galangin-B-siklodekstrin kalintisinin (Sekil 4.11-13) hem
de hidrojelin (Sekil 4.14-16) SEM goriintiileri de verilmistir.
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Sekil 4.9. Hidrojel goruntisu
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Sekil 4.10. Sodyum aljinat, R-siklodekstrinthavlican ekstrakti, B-siklodekstrin
hidrojelin FTIR spektrumlari

20 ym Mag = 500 X I Probe = 116 pA Date :25 Jun 2021
I | WD = 14.5 mm EHT = 20.00 kv Signal A = SE1

Sekil 4.11. Galangin-B-siklodekstrin kalintistnin SEM goriinttst (500 blyitme)
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20 ym Mag= 1.00KX IProbe= 116 pA Date :25Jun 2021
WD = 14.0 mm EHT = 20.00 kV Signal A = SE1

Sekil 4.12. Galangin-B-siklodekstrin kalintisinin SEM goruntisi (1000 blydtme)

10 ym Mag = 3.00KX IProbe= 116pA Date :25Jun 2021 ﬁ

WD = 14.0 mm EHT = 20.00 kv Signal A = SE1

Sekil 4.13. Galangin-p-siklodekstrin kalintisinin SEM goéruntusi (3000 blyltme)
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100 pm Mag = 200X IProbe = 116 pA Date :25Jun 2021
WD = 13.0 mm EHT = 20.00 kv Signal A = SE1

Sekil 4.14. Hidrojel SEM goruntisi (200 biyiitme)

10 ym Mag = 2.00KX IProbe= 116 pA Date :25Jun 2021
WD = 14.5 mm EHT = 20.00 kV Signal A = SE1

Sekil 4.15. Hidrojel SEM goéruntisi (2000 blyltme)
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; .
10 pm Mag= 3.00KX IProbe= 116pA Date :25Jun 2021
WD = 14.0 mm EHT = 20.00 kv Signal A = SE1

Sekil 4.16. Hidrojel SEM goéruntusi (3000 blyltme)

Hidrojellerin fizikokimyasal olarak sisme testi analizi yapilmistir. Sigsme testi i¢in sisme

orani (%) hesaplanip Cizelge 4.9°da verilmistir.

Cizelge 4.9. Sigsme oranlari

Ornek Sisme orani (%)
Galangin-aljinat hidrojeli 7928+384

4.5. Anti-tirosinaz enzim aktivite ¢calismalar:

Orneklerin anti-tirosinaz enzim aktiviteleri 6lctlerek 6rneklerin melanin inhibisyonu
konusunda IC50 degerleri bulunmustur. Cizelge 3.11°deki Orneklerin absorpsiyon
degerleri esitlik 3.4’te yerine konularak tirosinaz inhibisyon analiz (IC50) degerleri

bulunmustur (Cizelge 4.10).
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Cizelge 4.10. Orneklerin IC50 degerleri

Ornek Ad IC50 Degeri (mg/mL)
Havlican ekstrakti katis1 (EtOH) 0,446+0,040
Havlican ekstrakti Katis1 (MeOH) 0,074+0,001
Hidrojel 1,076+0,029
Hidrojelli krem 6,656+0,170
Havlicanli krem 4,027+0,212

C. vulgaris iceren krem 5,488+0,135

C. vulgaris katisi 0,308+0,006
Krem 5,644+0,052
Kojik asit 0,0019
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5. TARTISMA ve SONUC

Antioksidan 6zelligi iceren kremlerin gelistirilmesi konusunda yapilan tez ¢alismamiz
bes ana baglik altinda toplanabilir. Bunlar;

* Spektroskopik yontemler

 Kromatografik yontemler

» Saflastirma calismalari

» Kemometrik ¢aligmalar

= Anti-tirosinaz enzim aktivite ¢calismalari

5.1. Spektroskopik Ydntemler

Yapilan arastirmalar incelendiginde antioksidan  Ozelliklerin  belirlenmesinde
spektroskopik yontemler adi altinda genel olarak Folin-Ciocalteu, CHROMAC, FRAP,
CUPRAC, ABTS ve DPPH gibi yontemler kullanilmaktadir. Tez kapsaminda yapilan
calismamizda toplam fenolik madde igeriginin belirlenmesinde Folin-Ciocalteu,
antioksidan  ozelliginin ~ belirlenmesinde  ABTS ve CHROMAC yontemleri
kullanilmistir. Bu yontemlerde ¢oziicii ekstraksiyonu yapildiktan sonra, ekstraksiyon
oranlar1 %80 etanol, %80 metanol, %50 etanol ve %50 metanol ekstraksiyonlartyla
calisilmis ve en yiiksek sonuclar %80 etanol ekstraktlarinda bulunmustur. Tez
kapsaminda ¢alisilan havlican 6rneginin %80 etanol, %80 metanol, %50 etanol ve %50
metanol ekstraktlarinin toplam fenolik madde igerikleri sirasiyla 363,558+0,738;
224,124 + 0,092; 266,470+0,369; 188,499+0,461 mg GAE/g olarak hesaplanmistir.
Mayachiew ve Devahastin (2008), havlican {izerinde yapilan toplam fenolik madde
icerigi 40,9+0,2 mg GAE/g olarak bulmustur. Bu ¢alismada ekstraksiyon kosullarinin
ve ekstrakt iceriginin farkli olmast vb. nedenlerden dolay1 sonuclarin farklilik
gosterdigi, calisma sonuglarinin daha yiiksek bulundugu belirlenmistir. %80 etanol,
%80 metanol, %50 etanol ve %50 metanol ekstraktlarinin antioksidan kapasite
sonuglar1 sirasiyla 113,60745,122; 78,836+4,870; 99,666+3,598 ve 68,292+3,172 mg
TE/g olarak bulunmus olup, en yiiksek deger %80 etanol ekstraktinda elde edilmistir.
Ayusuk ve ark. (2009) yaptigi caligmada, havlican bitkisi ilizerinde yapilan ABTS
antioksidan kapasite degeri 167,48 + 519 pumol TE/g (41,918 mg TE/g) olarak

bulmustur. Buna gore farkli sonuglarin bulunmasi 6rnegin toplandig1 cografya ve
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ekstraksiyon islemleri (sicaklik, sure vb) gibi faktorlerden kaynaklanabilir. Genel
olarak literatiire bakildiginda galangin maddesi havlicanda bulunan temel fenolik madde
olup suda ¢6ziiniirliigii azdir. Yapilan ekstraksiyon ¢alismalarinda da su miktar1 arttikga
toplam fenolik madde ve antioksidan kapasite degerleri azaldigi gozlenmistir.
Ekstraktlarda bulunan galangin miktarinin da toplam fenolik madde ve antioksidan
kapasite degerlerine olan katkisi da ¢oziinlirligiine baglh olarak degismektedir. Tez
kapsaminda hazirlanan Chlorella vulgaris ekstraktinin da toplam fenolik madde
(84,263%0,794 mg GAE/g 6rnek) ve antioksidan kapasite (17,314+0,120 mg TE/g 6rnek
ABTS yontemi, 69,007£0,086 mg TE/g 6rnek CHROMAC yo6ntemi) c¢alismalar1 da
yapilmistir. Habashy ve ark. (2018) yaptigi ¢alismada, Chlorella vulgaris mikroalgi igin
toplam fenol tayin miktar1 5,18 mg GAE/g olarak bulunmustur. Agregan ve ark. (2018)
yaptig1 ¢calismada ise, Chlorella vulgaris mikroalginin antioksidan kapasite degeri 15,64
mg TE/g olarak bulunmustur. Tez kapsaminda hazirlanan ekstraktlarin toplam fenolik
madde ve antioksidan kapasite miktarlar1 literatiirdeki ¢alismalarla karsilastirildiginda
farkli sonuglarin elde edildigi gézlemlenmistir. Havlican ve Chlorella vulgaris turinin
yetistigi cografi bolgelerin farkli olmasi, iklim kosullari, bulunduklari ¢evre, saklama
kosullari, 6rnek hazirlama teknikleri ve ekstraksiyon kosullar1 gibi faktorlerde
orneklerin fenolik madde igerigini etkilemektedir. Dogal iiriinlerde bulunan antioksidan
maddelerin kimyasal 6zellikleri, c¢oziiniirliikkleri, stabiliteleri farkli oldugu ig¢in
uygulanan antioksidan kapasite tayin yontemlerinde farkli sonuglar elde edilmektedir.
Bu nedenle tez calismamizda antioksidan kapasite tayin yontemi olarak CHROMAC
yontemi de kullanilmisti. CHROMAC ve ABTS yontemlerine gore sonuglarin farkl
olmas1 farkli ortam kosullarinda antioksidan maddelerin 6zellikleri de degismektedir.
Bu nedenle sonuglarda farklilik gozlenebilmektedir. Nasir ve ark. (2017) yaptigi
caligmada, Chlorella vulgaris icin antioksidan kapasite degeri (325,26+1,93 mg TE/qg)
sonuglarimizdan  yiiksek  bulunmustur.  Ekstraksiyonda kullanilan  ¢oziiciiler,
ekstraksiyon sicakligi, ekstraksiyon siiresi, kullanilan mikroalgin toplandigi cografi
bolge, antioksidan yontem Oncesi yapilan diger yontemler bu degerin farkli olmasinin

sebebi olabilir.
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5.2. Kromatografik Yontemler

Bu ¢alismada zencefil familyasindan olan havlican (Alpinia officinarum) igerisinde
bulunan fenolik maddeler HPLC-DAD cihaz ile kantitatif olarak tayin edilmistir.
Havlican ekstraktlarinda HPLC-DAD ile tayin edilen fenolik maddeler; galangin,
kamferol, kuersetin ve p-kumarik asittir. Havlicanda bulunan fenolik maddelerin
kalibrasyon denklemi, LOD, LOQ ve %geri kazanim degerleri Cizelge 4.2°de, fenolik
madde miktarlari ise Cizelge 4.3’de verilmistir. Havlicanin 2 farkli ¢6ziicii (metanol ve
etanol) kullanilarak 4 farkli polarite ortaminda ekstraksiyon yapilmistir. Bu yapilan
ekstraksiyonlarda en iyi verimi %80’lik etanol ¢ozeltisinden elde edilmistir. COziici
ekstraksiyonu dogal Uriinlerde bulunan fenolik maddelerin ekstraksiyonu i¢in kullanilan
en genel ekstraksiyon yontemidir. Fenolik maddeler igin daha ¢ok su, metanol, etil
asetat, aseton ve bunlarin farkli karisimlari ¢Oziicii olarak kullanilmaktadir. Fenolik
maddelerin ekstraksiyon verimleri bu fenolik maddelerin kullanilan ¢dziictilerdeki
¢Oziiniirliigline baglidir. Bu nedenle tez kapsaminda farkli ¢oziici karisimlari
kullanilarak ekstraksiyon ¢alismasi yapilmis ve havlican i¢in en uygun ¢oziicii %80
etanol olarak belirlenmistir. Chlorella vulgaris ekstraktinda ise HPLC-DAD y0ntemi ile
0,1302+0,0002 mg/g lutein bulunmustur. Bu sonu¢ Nasir ve ark. (2017) yaptigi calisma

ile uyumlu bulunmustur.
5.3. Saflastirma calismalari

Saflastirma ¢aligmalarinda havlican igin, en yiksek fenolik madde ve toplam fenolik
madde icerigine sahip antioksidan 6zelligi yiiksek %80 etanol ve metanol ekstraktlar
kullanmilmistir.  Bu ekstraktlarin Sephadex LH-20 kolon kromatografisi saflagtirma
caligmalar1 sonucu havlican igin dort fraksiyon elde edilmistir (Sekil 4.1-4.2-4.3-4.4.).
Sephadex LH-20 kolon kromatografisi sonucu elde edilen fraksiyonlarini 360 nm ve
320 nm’de absorbans ol¢imleri yapildiktan sonra tiip fraksiyonlart birlestirilmistir.
Daha sonra HPLC-DAD cihazi ile kantitatif analizleri yapilmistir. HPLC-DAD ile elde
edilen sonuclara gore saflastirma islemi sonrasi etanol ekstraktinda 0,4454 mg/g
kuersetin, 3,2345 mg/g kamferol, 217,056 mg/g galangin, 0,0102 mg/g p-kumarik asit,
metanol ekstraktinda 0,3885 mg/g kuersetin, 3,0028 mg/g kamferol, 215,4150 mg/g

galangin ve 0,0117 mg/g p-kumarik asit bulunmustur. En yiliksek saflastirma sonucu
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etanol ekstraktinda 217,056 mg/g galangin bulunmustur. Saflastirma sonucu havlican
icin elde edilen en yiiksek galangin icerigine sahip etanol ekstraktindan ve C.vulgaris
ekstraktindan elde edilen kalintilar kullanilarak krem calismalar1 da yapilmistir. Elde
edilen drnekler icin spektroskopik sonuglar incelendiginde (Cizelge 4.4) kontrol olarak
hazirlanan krem Ornegi ile karsilastirildiginda antioksidan madde igeren kremlerin
toplam fenolik madde ve antioksidan kapasite sonuclart artmigtir. Buna gore havlican
icin elde edilen en yiksek galangin igerigine sahip etanol ekstraktindan ve C.vulgaris
ekstraktindan elde edilen kalintilar kullanilarak hazirlanan kremler daha iyi etkinlige
sahip aday kozmetik iirlin olabilecegi sonucuna varilmistir. CHROMAC sonuglarina
gore C.vulgaris ekstrakti eklendiginde 30 kat, havlican ekstrakti eklendiginde 3 kat

antioksidan degerleri artmistir.

5.4. Kemometrik Yontemler

Hidrojel, birbirine ¢apraz bagli polimerlerin olusturdugu biiyliik karmasik ve suda
¢coziinmeyen yapilardir. Kontrollii aktif madde salinimi sagladiklar1 da pekgok alanda
kullanimi1 tercih edilmektedir. Bu amacla calismamizda kozmetik kremde kullanilan
galanginin  hidrojelleri  hazirlanarak krem ¢alismasinda kullanilabilirligi  de
aragtirtlmistir. Bu amagla galangin-aljinat hidrojelinde maksimum galangin salinimi igin
kosullarin optimizasyon caligmasi yapilmistir. Optimum kosullarin belirlenmesi igin
merkezi kompozit dizayn yontemi kullanilmistir. Elde edilen kromatografik deneysel
degerler ile tahmini degerler Cizelge 4.5’de verilmistir. Tahmini ve deneysel degerlerin
birbirleri ile uyumlu oldugu goriilmiistiir. Deneysel degerlere gore galangin derisimi
0,63 mg/L ile 3,93 mg/L arasinda degismektedir. Cizelge 4.6’ya bakildiginda galangin
salinim derigiminin (4,97 mg/L) maksimum elde edilmesi igin, optimum kosullar
%0,69 (w/v) Na-Al, %1 (w/v) CaCly, %0,48 (w/v) ekstrakt ve 43,55 dk olarak
belirlenmistir. Optimum kosullarda yapilan hidrojelden elde edilen galangin salinim
degeri de 5,02+0,1 bulunmustur. Cizelge 4.6’da galangin salinim derisimi i¢in p-degeri
<0,0001 olarak bulunmustur. P-degeri ile kuadratik polinom modelindeki yanit ve
degiskenler arasindaki iligkiyi tanimlamada kullanilmis ve birbiriyle anlamli oldugu
bulunmustur. Modelin F degeri 12,56 hesaplanmis %95 giiven araliginda anlamli kabul
edilmistir. Modelin lack of fit p-degeri 0,3641 olarak hesaplanmis modelin gegerli

oldugunu gostermistir. Hidrojel olusumunda etkili faktorlerin (zaman, CaCl» yizdesi ve
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ekstrakt oran1) ANOVA yontemine gore salinan galangin derisimi iizerindeki etkilerini
gosteren yiizey analiz grafikleri Sekil 4.7a ve Sekil 4.7b’de verilmistir. Yizey analiz
grafiklerine gore zaman-CaCl; etkisi agisindan bakildiginda zaman ve CaCl, ylzdesi
arttikca salinan galangin derisimi azalmaktadir. En iyi sonu¢ zamana kars1 %1 CaCl;
konsantrasyonunda elde edilmistir. Zaman ve ekstrakt orani agisindan bakildiginda
zaman azaldik¢a salinan galangin derisimi azalmakta, ekstrakt orani arttik¢a salinan
galangin derisimi parabolik olarak artip azalmaktadir. En 1yi sonu¢ zamana kars1 %0,5
ekstrakt konsantrasyonunda elde edilmistir. Cizelge 4.6’da galangin igin yiiksek
regresyon katsayisi (R? = 0,9214) hesaplanmistir. Cizelge 4.7 ye bakildiginda x1 (Na-Al
yuzdesi (%w/v)), x2 (CaCl, yizdesi (%w/v)), x3 (Zaman (dk)), xs (Ekstrakt ylzdesi
(%WIV)), XoX3, XsXa, X3%, Ve Xa®> en anlamli degiskenler olarak bulunmustur (p<0,05).
Ancak XiXo, X1X3, X1X4, XoX4, X12 Ve X22 etkisi diisiik degiskenler olarak bulunmustur (p
>0,05). Calismamizda havlicandan izole edilen galanginin hidrojel yapiminda
kullanilmadan 6nce enkapsule edilmistir (Sekil 5.1). Enkapsiilasyon islemi sirasinda f3-

siklodekstrin (Sekil 5.2) kullanilmustir.

Galangin-aljinat hidrojeli

Sekil 5.1. Galangin-aljinat hidrojelinin hazirlanmasi

B-siklodekstrin (Sekil 5.2) kullaniminin amaci, sudaki ¢ozunirligi diisiik olan galangin
fenolik maddesi (havlicandan izole edilen) ile bariyer olusturarak galanginin hem
korunmasini hem de ¢6ziintirligiint arttirmaktir. B-siklodekstrin {i¢ boyutlu yapisinda
da (Sekil 5.3) goriildiigi gibi hidrofobik yiizeyi ile galangini kafes seklinde sarip,

hidrofilik dis ylizeyi ile sudaki ¢oziiniirliigii arttirmistir. Siklodekstrinlerin 3 boyutlu
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yapist konik silindir gériinimiinde olan i¢ kism1 hidrofobik dis ylizey kismi hidrofilik
ozellik tasimaktadir. Glikozil transferaz enziminin nisastayr parcalamasiyla J-
siklodekstrin ve tirevleri elde edilmektedir. Indirgen degildir, a(1-4) glikozidik bag
yapisina sahip siklik maltooligosakkaritlerdir. Siklodekstrinler gida endiistrisinde genis

bir kullanim alanina sahiptir. Her y1l siklodekstrinlerin endiistride kullanim orani %20

Foa

G

Sekil 5.2. B-siklodekstrin yapisi

ile %30 arasi artis gostermektedir.

Hidrofobik kawvite

Sekil 5.3. Siklodekstrinlerin 3 boyutlu yapilar1 (Zhang ve Rees 1999)

Cizelge 5.1. Siklodekstrinlerin yardimc1 madde olarak kullanim alanlar1

Kullanmildig1 Alan Kullanim Amaci

Is1, 151k ve oksijene duyarli gida iiriinler Koruyucu olarak

Kéti tat ve kokulari Maskeleme

Aroma, vitamin, yag asitleri Stabilizasyonunda

Gida bilesenlerinin Kontrollii salinim1 yapmast

Sut ve sut dridnleri Kolesterol uzaklastirma
Vitaminler ve renk maddeleri Coziiniirliigiiniin arttirilmasinda
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Siklodekstrinler 9%90’lara varan kullanim oraniyla en ¢ok gida endiistrisinde tercih
edilmektedir. Bilesiklerin kimyasal, fiziksel ve biyolojik 6zellikleri enkapsiilasyon
islemi ile 6nemli Slgiide korunabilmektedir. Siklodekstrinlerin kullanim alanlar1 Cizelge

5.1’de verilmistir.

Hazirlanan galangin-aljinat hidrojelinin yapisal 6zelliklerinin belirlenmesi i¢in FT-IR
(Sekil 4.10) ve SEM (Sekil 4.11-16) analizleri de yapilmistir. IR spektrumlarinda 1500
cm? ve sag tarafinda kalan kistm parmak izi bolgesi 1500 cm™ ve sol tarafinda kalan
kisim ise tanimlama bolgesi olarak tanimlanmistir. Bu nedenle molekillerin
kiyaslamasina bakarken genelde tanimlama bolgesine bakilmaktadir. Sodyum aljinatin
IR spektrumuna bakildiginda; 3200-3300 cm™ araliginda gériilen bant O-H baginin
varhgini, 2900 cm™ frekansinda goriilen pik sp® hibritlesmesini, 2000 — 2500 cm™
arasinda dalgalanma halkali yapimin varligini, 1600-1610 cm™ arasindaki bantlar, O-C-
O karboksilat asimetrik gerilme bantlaridir. B-siklodekstrinin IR spektrumuna
bakildiginda; 3000 — 3700 cm™ civarmdaki genis bant frekansi hidrojen bagi yani OH
grubunun varligmi, 2900 cm™ dalga sayisina karsilik gelen pik sp® hibritlesmesini, 2000
— 2500 cm? arasinda dalgalanma halkali yapinin varligini belirtmektedir. Hidrojel
yapisinin kizil Stesi spektrumunda 3000 -3700 cm™ arasinda genis bant spektrumu
gbzlenmekte yani hidrojen bagli (OH) bir grubun varligmi, 2900 cm™ kiigik bir pik
olmasina ragmen sp° hibritlesmesinin varligini, 2000-2500 cm™? araligma gelen
titresimli piklerin halkali yapiya ve 1500-1700 cm™ araliginda bulunan pik alifatik ve
aromatik cift baglar1 igerdigini belirtmektedir.

R-siklodekstrin-havlican ekstrakt karigimmin spektrumuna bakildiginda, digerleri ile
aynt dalga sayilarinda pikler gozlenmektedir. IR analizinde, spektrumlar
karsilastirildiginda, hemen hemen ayni dalga sayilarina yakin yerlerde pik elde
edilmistir. Bunun sebebi molekiil yapilar1 ayni olmasa bile birbirlerine benzeyen
yapilara ve baglara sahiptirler. Dikkat etmemiz gereken en Onemli husus B-
siklodekstrin-galangin karisiminin digerlerine gore kiyaslandiginda gecgirgenlik oranlari
daha diisiik goziikmektedir. Bu da karisimin 15181 digerlerine gére daha ¢ok tutmasi

(absorblamasi) anlamina gelmektedir. Yapinin gii¢lii bir kompleks yapiya doniistiiglinii
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digerlerine gore baglarin daha kuvvetli oldugu ve 15181 daha ¢ok absorpladigi anlamina

gelmektedir.

Enkapsule edilen pB-siklodekstrin-havlican yapisinda daha ¢ok kiimelenmis ve
galanginin B-siklodekstrin tarafindan sarildigi goriilmektedir. B-siklodekstrinn-havlican
karigiminun goriiniimii daha ¢ok dallanmis agaci animsatmaktadir. Burada dallanmis
yapisinin temel nedeni B-siklodekstrinin aromatik yapilarla kompleks olusturma
yetenegine dayanmaktadir. Galangin-aljinat hidrojellerde ise yuvarlik ve godzenekli
yapilar gézlenmektedir. Bu durum hidrojel yapisindaki aljinatin sismeye dayali fiziksel

ozelliginden kaynaklanmaktadir.

5.5. Anti-tirosinaz enzim aktivite ¢alismalari

Melanin, cildin dig faktorlere (zararli gilines 1sini1, kirli hava vb.) maruz kalmasi ile
meydana gelen cilt ton farkliliklarindan sorumlu olan pigmenttir. Melaninin fazla
sentezlenmesinden dolay1 olan pigmentasyon reaksiyonlarinin iretimini belirleyen
kistm L-DOPA ile reaksiyon veren tirozinaz enzimidir. Burada tirozinaz enzimini
inhibe ederek L-DOPA reaksiyonunda olusacak dopakinon konsantre miktarini
azaltarak dogru orantili olarak melanin miktarini azaltacaktir ve ciltteki ton farkliliklarin

onune gecilecektir.

Tez kapsaminda yapilan farkli 6rnek tizerinde tirosinaz Gzerindeki 1C50 (Cizelge 4.10)
sonuclarina baktigimizda tirozinazin %50 inhibisyonu icin en etkili olan kojik asit
gozlenmektedir. Fakat kojik asitin uzun siire kullanimlarinda yan etkilerin oldugundan
dolay1 tercih edilmemektedir. Kojik asitten sonra tirosinaz enzimini en iyi %50 inhibe
edebilen ornekler havlican ekstrakti katist (MeOH), C. vulgaris katist ve havlican
ekstrakti katis1 (EtOH) gelmektedir.

Krem formilasyonunda bulunan havlican ekstraktin IC50 degeri digerlerine gére biraz
daha diisiik ¢ikmasimin sebebi krem igersinde ¢Oziiniirliigii ile acgiklanabilir. Krem
formiilasyonlarindaki diger hammaddelerin tirozinaz inhibe edici 6zelligi olanlar

secilebilir. Ekstraksiyon islemindeki ¢oziicli degistirilebilir. Kozmetik i¢in gerekli olan

72



organik maddelerin bulunup onlar iizerinde ¢aligmalarin yapilmasi gerekmektedir. Bu
tezde amaglanan hedef havlican ve Chlorella vulgaris ilerleyen zamanlarda kozmetik,

gida ve ilag endiistrilerinde daha fazla yer bulmalar1 i¢in 6zellikleri arastirilmistir.
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