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BAL ARISI (Apis mellifera L.) ZEHRI VE ARI URUNLERI ILE
ZENGINLESTIRILMIS KREM FORMULASYONLARININ
GELISTIRILMESI
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Lisanstistli Egitim Enstitiisii, Biyoloji Anabilim Dali
Doktora Tezi
Danisman: Dog. Dr. Meral KEKECOGLU
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Ar1 zehri 1s¢i arilarin zehir bezlerinde iiretilip, zehir torbalarinda depolanan bir maddedir.
Bir is¢i ari, Omrii boyunca 0,3 mg civarinda zehir tiretmektedir. Avrupa komisyonu
tarafindan; kozmetik sektoriinde sikilastiric1 ve cilt koruyucu bir bilesen olarak
tanimlanan ar1 zehri farmakolojik agidan da 6nemli aktif maddeler igermektedir. Ar1 zehri
apiterapide yaygin kullanilan bir madde olmasina karsin formiilasyonunda ar1 zehri igceren
kremlere rastlamak oldukga giictiir. Gilinlimiizde dogal icerikli kozmetiklere kars1 artan
talebin karsilanmasi dogrultusunda bu calismada etken maddesi ar1 zehri olan krem
formiilasyonlar1 gerceklestirilerek dogal icerikli kremler iiretilmistir. Yapilan bir¢ok
calisma ile ar1 zehrinin antibakteriyel, antiinflamatuvar, sinir sistemi diizenleyici, agr1
kesici, genglestirici vb. etkileri oldugu kanitlanmistir. Bu ¢alisma ile ar1 zehrinin yiiz,
viicut, ayak, el ve eklem kremi formiilasyonlar1 ve prototipleri gelistirilerek stabilite,
antioksidan etki, alerjen, dermatolojik ve sitotoksisite testleri uygulanmistir. Ar1 zehri, ar
siitii ve propolis dogrudan aricilarla iletisime gecilerek so6zlesmeli aricilik modeli (Ek 1)
ile iiretilmeye baslanmustir. ilk olarak ari zehrinin eldesi ve analizler igin alt yapinin
hazirlanmasi, analiz yontemlerinin gelistirilmesi ve validasyonu gerceklestirilmistir.
Aricilardan temin edilen 6 farkli ar1 zehrinin HPLC-UYV ile igeriklerine bakilarak segilen
ar1 zehri, ar1 zehri 4, kremlerin yapiminda kullanilmistir. Daha sonra, iiretim i¢in gerekli
dogal bilesenler temin edilmis ve farkli yogunlukta ar1 zehri iceren her krem c¢esidi i¢in
9, toplamda 45 farkli formiilasyon hazirlanmistir. Gontilliiler lizerinde yapilan testler ve
duyusal testler sonucu secilen formiilasyonlar iizerinden bes krem ¢esidi i¢in prototip
triinler olusturulmustur. Secilen formiillerin prototip kremlerine oda sicakliginda ve
40°C’de olmak iizere stabilite ¢aligmas1 uygulanmistir. Stabilite testi sonucunda uygun
cikan kremler tizerinde ¢alisilmak iizere antioksidan, alerjen, dermatolojik ve sitotoksisite
testlerine gonderilmistir. Analizler sonucunda olusturulan bes prototip kremin sonuglari
da uygun olarak bulunmustur. Bu calisma ile ar1 zehri igerikli yiiz, viicut, ayak, el ve
eklem kremi formiilasyonlar1 gelistirilerek prototip kremler iiretilmistir.

Anahtar sozciikler: Arn zehri, Apiterapi, Krem, Kozmetik, Antiinflamatuvar aktivite
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DEVELOPMENT OF CREAM FORMULATIONS ENRICHED WITH
HONEYBEE (Apis mellifera ..) VENOM AND BEE PRODUCTS
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Doctoral Thesis
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Meral KEKECOGLU
October 2021, 137 pages

Bee venom is a substance that is produced in the venom glands of worker bees. A worker
bee produces approximately 0.3 mg of poison during its lifetime. Bee venom, which the
European Commission defines as a firming and skin-protecting component in the
cosmetics industry, contains pharmacologically significant active ingredients. Although
bee venom is a commonly used substance in apitherapy, it is challenging to come across
bee venom creams. Since there is an increasing demand for natural cosmetics, creams
with natural ingredients were produced in this study by making cream formulations; the
active ingredient is bee venom. Many studies have proven that bee venom has many
effects such as antibacterial, anti-inflammatory, nervous system regulator, pain relief, and
antiaging. In this study, face, body, foot, hand, and articular cream formulations and
prototypes with the mentioned effects of bee venom were developed, and stability,
allergy, dermatological, and cytotoxicity tests were performed for each of them. The bee
venom, royal jelly, and propolis used in creams were produced directly by contacting the
beekeepers with a contract beekeeping model. Within the scope of the study, firstly, the
preparation of the venom and the preparation of the infrastructure for the analysis, the
development, and validation of the analysis methods were carried out. When the contents
of 6 different bee venoms obtained from beekeepers were evaluated with HPLC-UV, the
selected bee venom, sample 4, was used to produce creams. Then, the necessary natural
ingredients for production were provided, and nine different formulations were prepared
for each type of cream containing different concentrations of bee venom. Prototype
products have been created for five types of cream, based on the formulations selected
from voluntary tests and sensory tests. The prototype creams of the selected formulas
were tested for stability at room temperature and 40°C. The creams that were found
suitable based on the stability test results were subjected to various tests, including
antioxidant, allergy, dermatological, and cytotoxicity tests carried out on volunteers. The
data generated on five prototype creams showed the appropriateness of the developed
formulations. This study produced prototype creams by developing face, body, foot, hand,
and joint pain creams containing bee venom.

Keywords: Bee venom, Apitherapy, Kream, Cosmetic, Antiinflammatory activity
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1. INTRODUCTION

Bee venom is a pharmacologically active hive product synthesized in the venom glands
of worker and queen honeybees and stored in the poison reservoir. This poison, called
apitoxin, acts when the needle is immersed, reaching the immersed place through a
channel directly connected with the poison bag where it is stored. Propolis is a potent
adhesive, the resinous substance collected from various plant sources, transformed, and
used by bees to seal the holes in its honeycombs, fix the inner walls, and protect the
entrance against intruders. Propolis is known to have various biological activities such as
anticancer, antioxidant, anti-inflammatory, antiviral, antifungal, and antihepatotoxic
effects. Another feature of propolis is its contribution to skin protection. Royal jelly is a
bee secretion product that is an essential part of the honeybee larva diet and plays a
significant role in muscle differentiation. It is thought that the queen bee's longevity
compared to other individuals of bee families is due to the consumption of royal jelly
throughout its life. One of the pharmacology areas investigates the effects of natural drug-
like products and their biological and physiological systems on the body. Among the most
significant natural substances, bee venom is essential for its anti-inflammatory properties.
Bee venom is a substance that has been used for a long time; studies on its effects and
usage areas have been conducted recently showed that it has a healing effect against
nervous system diseases and skin diseases. Bee venom, which has many therapeutic
properties, can be used primarily in the cosmetic industry with its anti-inflammatory and
wound healing properties. Additionally, propolis and royal jelly have been known for
their therapeutic effects. On the other hand, royal jelly draws attention due to its
pharmacological properties. In this context, the purpose of this study is to develop a
prototype cream from bee venom, propolis, honey, and royal jelly to develop cell-

regenerating and pain-relieving formulations for different types of creams.



2. MATERIAL AND METHOD

With bee venom, face, body, foot, hand, and joint creams of different densities have been
developed, enabling the cells to renew themselves and reduce pain. Bee venoms were first
purified within the scope of physical analyzes performed on bee venom. Bee venoms have
been selected by looking at the venoms' smell, appearance, and foreign matter. Foreign
material and other impurities in bee venoms were removed by filtration. Moisture
determination was carried out in bee venom samples where physically foreign substances
were removed. HPLC-UV analysis was performed for each sample taken to determine
the ingredients of bee venom samples. In bee venom samples, melittin, apamine, and
phospholipase A2 were separated by high-performance liquid chromatography (HPLC)
in a suitable solution diluted with water and subsequently determined photometrically in
the ultraviolet region. In the microbiological analysis of bee venom samples, total aerobic
mesophilic microorganism number, total mold and yeast counts, Staphylococcus aureus,
Candida albicans, E.coli analyzes were performed. As a result of the analysis, bee venom
was used in cream formulations, which was found suitable. A total of 45 different
prototype product trials were carried out for five types of cream, containing three different
densities of creams and three different densities of bee venom. Tests were conducted on
volunteers to select the appropriate one from the prototype trials. As a result of the
evaluations, the appropriate formulation was selected, and the prototype cream was made.
Firstly, stability tests at 25°C and 40°C were carried out on the prototype creams
developed. The stability test evaluated the appearance, density, viscosity, pH, protective
efficacy, and microbiological analyses. The antioxidant effect, allergy, dermatological
and cytotoxicity tests were carried out for the creams whose stability test results were

accepted.
3. RESULTS AND DISCUSSION

Three replicate studies were carried out on six bee venoms obtained from beekeepers.
Moisture values of the analyzed bee venom samples range from 9.16 to 10.56%.
According to the results, no incompatibility was found in the physical properties of bee
venoms. In terms of melittin, apamin, phospholipase values, bee venom 1,3, and 4 are
similar and acceptable at the desired level, while the rest are outside the desired values.
Chemical analyzes in bee venoms were evaluated, and it was concluded that bee venom
samples of 1 and 4 could be used for cream production. The total aerobic mesophilic

bacteria count assay showed no microbial growth in bee venom samples 2, 3, 4, and 6.
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Microbial growth was observed 1x102 cfu / g in bee venom 1 and 5x102 cfu / g bee
venom. Accordingly, bee venom sample 4 was chosen for making creams. As a result of
the tests, it was decided to make formulation 1 for face cream, formulation 2 for the body,
formulation 1 for foot, formulation 3 for hand, and formulation 1 for joint cream from 9
separate formulations for each cream. Based on the results of the stability tests, it was
observed that creams remained in the proper formulas, maintaining their properties for up
to 90 days at room temperature and +40°C. It is concluded that the creams can be used
for 12 months after opening. The antioxidant tests performed on the creams showed that
it exhibits a significant antioxidant activity with values in the range of 70-80%. Based on
the results obtained, it was concluded that all bee venom creams tested were not
allergenic. It is concluded that all bee venom creams are dermatologically suitable without
causing any irritation or allergy. Also, it was concluded that all bee venom creams tested

by the obtained results are not cytotoxic.
4. CONCLUSION AND OUTLOOK

This research developed various cream formulations using bee venom, propolis, honey,
and royal jelly, active ingredients of natural sources. Bee venom used in cream
formulations was selected considering physical, chemical, and microbiological analysis
results. Since propolis is known for its antioxidant effects, stability and antioxidant
analyses were performed on the prototype formulated to see its effect on the antioxidant
characteristic of creams formulated. According to the stability test, it was concluded that
creams maintain their properties for up to 90 days at room temperature and +40°C. The
antioxidant capacity of hand cream was 71.59%, and foot cream was 70.98%, in line with
the graphic created according to test results. The face cream had an 85.44%, body cream
86.72%, and joint cream had an 80.23% antioxidant capacity. Test results performed on
the prepared creams concluded that all of them were dermatologically appropriate and
noncytotoxic moreover, without allergen components. While commercializing the bee
venom creams, the analysis should be continued for anti-aging effect and evaluate the
product's effectiveness to be declared on the label of the product. If the effectiveness is

low, the studies should be repeated by increasing bee venom in the cream.
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1. GIRIS

Arn drinleri icerdigi zengin besin degerleriyle insanligin baslangicindan bu yana
beslenmede 6nemli bir rol oynamistir. Arilardan elde edilen bu dogal {riinler yalnizca
beslenmede etkili degil ayn1 zamanda hastaliklarin tedavisinde de eski caglardan beri
kullanilmaktadir. Ozellikle yiiksek koruyucu &zellige sahip bal, art siitii ve polen gibi
maddelerin yaninda ar1 zehri de sahip oldugu cesitli bilesenler ile insan sagliginda 6nemli
bir yere sahiptir. Ar1 zehri kovandaki is¢i arilar (Apis mellifera) tarafindan kendilerini
tehlikelere kars1 korumalari igin zehir bezlerinde {iretilen ve daha sonra zehir torbasinda
depolanan bir maddedir [1]. Apitoksin olarak adlandirilan bu zehir igne batirildig1 zaman
depolandig1 zehir torbasi ile dogrudan baglantili olan bir kanal araciligiyla batirilan yere
gonderilerek etki eder. Hiicreden yeni ¢ikmis arilarin zehir liretme oranlar1 ¢ok azdir,
biiyliylip 12 giinliik olduklarinda en yiiksek iiretim kapasitesine ulasirlar ve 20 giinliik
olduklarinda zehir iiretme yeteneklerini kaybederler. Ergin bir ar1 ortalama olarak
toplamda 0,15 ve 0,3 miligram arasinda zehir iiretebilmektedir [2]. Arilar ignelerini
batirdiklarinda zehirlerinin tamamin1 vermeyerek yaklasik tigte birini enjekte ederler ve
bu zehrin yetiskin bir insanda kilogram basina diisen LDso (Lethal doz) yani dldiiriicii
dozu 2,8 miligramdir. Sokma islemi sirasinda ar1, ignesiyle beraber zehir kesesi, sinir

sistemi ve kaslarin1 kaybederek bir siire sonra oliir [3].

Farmakoloji biliminin ilgilendigi alanlardan bir tanesi de ila¢ olma niteligi tasiyan dogal
iriinlerin, biyolojik ve fizyolojik sistemlerinin incelenerek viicuda olan etkilerinin
aragtirtlmasidir [4]. Bu etkilerden biri olan dogal ve uyarlanabilir bagisiklik sistemlerini
iceren inflamasyon yani iltihaplanma, enfeksiyona karsi normal bir yanittir. Bununla
birlikte, kontrol edilmeden devam etmesine izin verildiginde, inflamatuar etki g¢esitli
hastaliklar ve hatta kanser olusumuna neden olabilir [5]. Antiinflamatuar 6zellik gosteren
dogal maddelerin en 6dnemlilerinden birisi de ar1 zehridir. Ar1 zehrinin terapdtik olarak
kullanim1 ¢ok eskiye, ar1 zehrinin apiterapideki modern kullanim c¢aligmalar1 1880’li
yillara dayanmaktadir [6]. Glinlimiizde etkileri ve kullanim alanlariyla ilgili bir¢ok
caligma yiiritiiliip sinir sistemi hastaliklarina ve deri hastaliklarina fayda sagladig:

gozlenmistir.



Bu tez ¢alismasinin amaci uzun yillardir tedavi amaciyla kullanilan ar1 zehrinden hiicre
yenileyici ve agr1 kesici 6zelligi olan krem formiilasyonlar1 gelistirip prototip kremler
iretmektir. Birgok tedavi edici 6zelligi bulunan ar1 zehri ozellikle cilt iizerindeki
antiinflamatuar ve yara kapatma 6zellikleri ile kozmetik sektoriinde kullanilabilir. Bu
baglamda icindeki ar1 zehri ile hiicrelerin kendilerini yenilemesini ve agri hissini
azaltmasim1 saglayan farkli yogunluklarda yiiz, viicut, ayak, el ve eklem kremleri
gelistirilmistir. Yapilan calisma kapsaminda ilk olarak farkli ar1 zehirleri temin edilmis
ve bunlarn iceriklerine dair analizler yapilmistir. Analizler sonucunda uygun bulunan ar1
zehri krem formiilasyonlarinda kullanilmustir. Ug farkli konsantrasyonda ar1 zehri farkli
yogunluklardaki kremler i¢in kullanilmis ve toplamda kirk bes krem formiilasyonu
gelistirilmistir.  Yapilan degerlendirmeler sonucunda uygun formiilasyon segilerek
prototip krem yapilmistir. Bu prototip krem {lizerinde stabilite testi yapilarak uygun
cikanlar i¢in antioksidan etki, alerjen, dermatolojik ve sitotoksisite testleri yapilarak

kremin cilt iizerindeki gosterdigi etkiler belirlenmistir.

Ar1 zehri igerikli krem tirtinleri ile ilgili yiriitiilen bu ¢calismada el, yiiz, viicut, eklem ve
ayak olmak tlizere 5 cesit krem yapilmistir. Calisma kapsaminda 3 farkli yogunlukta ar1
zehri igerikli kremler iretilerek yapilan denemeler ve analizler sonucunda en uygun
konsantrasyondaki 5 iirliniin se¢ilmesi planlanmistir. Calisma kapsaminda ilk olarak ar1
zehrinin eldesi ve analizler icin alt yapinin hazirlanmasi, analiz yontemlerinin
gelistirilmesi ile validasyonu gerceklestirilmistir. Daha sonrasinda {iretim i¢in gerekli
dogal bilesenler temin edilmis ve her farkli krem yapisi ve ar1 zehri konsantrasyonlarinda
tiretim formiilleri belirlenmistir. 3 farkli yogunluk ve 3 farkli ar1 zehri konsantrasyonunda
5 ¢esit olmak iizere toplamda 45 iiriin prototip olarak iiretilmis ve duyusal olarak 10 farkl
goniilliide 1 ay boyunca krem denemeleri yapilmistir. Goniilliiler iizerinde yapilan
denemeler ve 1 ay sonunda iriinlerde gozlenen duyusal degisiklikler géz Oniinde
bulundurularak son krem formiillerine karar verilmistir. Karar verilen iiriinlerde deneme
iiretimleri ve stabilite caligmalar1 yapilmistir. Yapilan stabilite ¢calismalar1 sonucunda ar1
zehri igeren el, yiiz, viicut, eklem ve ayak kremlerinin son formiillerine karar verilmistir.
Stabilitesi uygun olan iriinlerde antioksidan etki tayini testi yapilmistir ve Yeditepe
Universitesi laboratuvarlarinda sitotoksisite, 15 goniillii iizerinde dermatolojik ve alerjen

testine gonderilmistir.



1.1. ARI ZEHIiRLERININ TOPLANMASI

Calismada ilk olarak anlagmali aricilardan ar1 zehri temini saglanmigtir. 42 x 50 x 58
cm'lik bir kafesin igerisine birbirinden 5 ile 10 mm uzakliklarda olacak sekilde teller
koyulmustur ve bu tellerden elektrik akimi gecirilmektedir. Tellerin alt kismina ise cam
bir levha yerlestirilmistir. Arilar iki tel ile temas edince elektrik sokuna ugrayarak cam
levha iizerine zehirlerini birakmaktadir. Cam levha iizerinde hava ile temas eden ar1 zehri
kisa siirede katilasarak levha lizerinden bicak ile kazinarak toplanmaktadir. Farkli
bolgelerden ve farkli zamanlarda toplanan ar1 zehirlerinin igerikleri birbirlerinden farkl
olabilmektedir. Bunun i¢in yapilan analizlere gore krem fiiretimi i¢in uygun zehirler

secilmektedir.

1.2. ARI ZEHIRLERININ TEMINI, ANALIZi VE PILOT TESiS KURULUMU

Ar1 zehri temininden sonra yapilan ¢aligmalarda analizler i¢in gerekli kimyasal standart
ve ekipmanlar temin edilmistir. Yapilmasi gereken analizler i¢in ilgili analiz
yontemlerine karar verilmistir. Bu analizler ile ilgili validasyon ¢aligsmalar1 tamamlanmis
olup ar1 zehri numuneleri analiz edilmistir. Son formiile karar verildikten sonra

baslanacak pilot 6lgekte liretim igin gerekli ekipmanlar alinmaya baslanmistir.

Arn zehriyle ilgili mevcut literatlirler taranmis olup, c¢alismanin baglangicinda bu
taramadan elde edilen literatiir bilgileri incelenerek kullanilmasi planlanan analiz
yontemlerinin prosediirleri olusturulmustur. Temini saglanan ar1 zehirleri i¢in fiziksel,

kimyasal ve mikrobiyolojik analizler yapilmuistir.

Fiziksel analizlerde iireticilerden temin edilen farkli ar1 zehirlerinin renk, koku, gériiniim
gibi fiziksel 6zellikleri incelenmistir. Zehirlerin igerisindeki kovan artiklari, ar1 pargalari
ve toz gibi yabanci ve istenmeyen maddelerin varligina bakilmistir. Ayrica ar1 zehirlerinin
nem igerikleri de ol¢iilmiistiir.

Kimyasal analizlerde ar1 zehirlerinin melittin, apamin, fosfolipaz A2 ve seker profili
analizinde fruktoz, glikoz ve sakkaroz igeriklerindeki miktarlarina bakilarak temel kalite
ozellikleri belirlenmistir. Testler uluslararas: literatiirde tanimlanmis yontemlere gore
yapilmistir ve metotlarin dogrulugu validasyon calismast ile kontrol edilmistir.
Validasyon ¢aligmalarinda tekrarlanabilirlik, tekrar elde edilebilirlik, stabilite ve dogruluk
gibi parametreler incelenmistir.

Mikrobiyolojik analizler kapsaminda ar1 zehrindeki mikrobiyolojik analizler igin testler

3



gerceklestirilmistir. Ar1 zehirlerinde toplam aerobik mezofilik mikroorganizma sayisi,
toplam kiif ve maya sayisi, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Candida

albicans ve E. Coli testleri yapilmistir.

1.3. KREM FORMULASYONU HAZIRLIGI VE PROTOTIP GELiSTIRME

Prototip kremlerin iiretimlerinin yapilabilmesi i¢in ilk olarak {iretim yontemleri
gelistirilmis, bilesenlerin ve prototip {riinlerin hedefine uygun olarak kremde
kullanilacak tiim bilesenlere karar verilerek numune temini gergeklestirilmistir. Numune
temininden sonra 3 farkli ar1 zehri igerigine sahip ve 3 farkli yogunluktaki krem
formiilasyonlar1 5 krem ¢esidi i¢in hazirlanmistir. Toplamda 45 krem formiilasyonu
hazirlanmis olup hepsi icin prototip krem tiretimi yapilmistir. Hazirlanan 45 farkli krem
prototipi 10 goniillii lizerinde test edilmistir ve gontlliiler {izerinde yapilmis olan deneme
sonuglar1 degerlendirilmistir. Buna ek olarak krem prototiplerinin 1 ay sonunda duyusal
kontrolii yapilmistir. Krem formiilasyonlarinin ilk hali ve 1 ay sonraki halleri arasindaki
farklar da degerlendirilerek el, yiiz, viicut, eklem ve ayak i¢in son krem formiilasyonlarina

karar verilmistir. Deneme sonuglarina gére formiilasyonlarda diizenlemeler yapilmistir.

1.4. DENEME URETIiMi VE TEST UYGULAMALARI

Yapilan analizler sonucunda uygun 6zelliklere sahip olan prototipler segilerek deneme
tiretimleri gergeklestirilmistir. Daha sonra liriinlerde stabilite testi yapilmistir. Stabilite
testi ile kremlerde pH, viskozite, mikrobiyolojik analizler gerceklestirilmistir. Stabilite
testi sonucunda uygun ¢ikan formiilasyonlar i¢in antioksidan etki, alerjen, dermatolojik
test ve sitotoksisite testleri dis bir laboratuvarda (Yeditepe Universitesi Ar-Ge
Laboratuvari) yaptirilarak analiz edilmistir. Elde edilen analiz verileri kullanilarak gerekli
istatistiki degerlendirme yapilmis, ¢alisma kapsaminda iiretilen kremlerin raf dmrii ve

stabilitesi hesaplanmustir.



2. LITERATUR ARASTIRMASI

2.1. ARI ZEHRININ FiZiKSEL VE KiMYASAL OZELLIKLERI

Arilarin kendilerini korumak igin iirettikleri ar1 zehri agik, berrak renkli ve suya benzer
bir maddedir. Deri ile temas ettiginde yanma ve iltihaplanmalara yol acabilen bu zehir
kokusu olmayan, ac1 ve pH aralig1 5,0-5,5 olarak asidik bir yapiya sahiptir [7]. Genel
yapisinda yaklasik %80 — 90 oraninda su bulunurken icerigindeki diger bilesenler ise
Cizelge 2.1°de goriilecegi lizere peptitler, enzimler, aktif aminler, sekerler, lipitler,
aminoasitler, mineraller ve ugucu bilesiklerden olusmaktadir. Farmakolojik a¢idan
onemli aktif maddeler iceren bu zehrin en 6nemli bileseni, kimyasal yapinin yaklasik
%50'sin1 olusturan polipeptit yapidaki melittindir. Melittin, fosfolipaz A2’ye yardimci
olarak hizla kana karisir ve hiicrelerin par¢alanmasina yardimci olur [8]. Ar1 zehrinde
bulunan diger 6nemli polipeptit ise apamindir. Ar1 zehrinde yaklasik %2-3 oraninda
bulunan apamin merkezi sinir sistemini uyarirken ayni zamanda iltihap Onleyici bir
maddedir. Enzim yapisinda olan fosfalipaz A2 ar1 zehrinde %12 dolayinda bulunur ve
etkili bir alerjen oldugu i¢in zehrin yapisindaki en etkili maddelerden birisidir. Ar1

zehrinin igerigindeki bilesenler ve miktarlar1 Cizelge 2.1°de goriildiigi sekildedir [9].

Cizelge 2.1. Ar1 zehrinin bilesimini olugturan maddeler.

Molekiil Tipi Bilesen Kuru agirlik basina oran (%)
Peptid Melittin F ve tiirevleri 40-50
Peptid Apamin 2-3
Peptid Ana hiicrenin graniilsiizlestirilmesi peptidi 1-2
Peptid Sekapin 0,5
Peptid Tertiapin 0,1
Peptid Adolapin 1
Peptid Proteaz inhibitorleri <0,8
Peptid Prokamin A ve B 1,4
Peptid Minimin ve Kardiyopeptin 13-15
Enzim Fosfolipaz A2 10-12
Enzim Hyaluronidaz 1-3
Enzim Asit fosfomonoesteraz 1
Enzim o- Glukozidaz 0,6
Enzim Lizofosfolipaz 1




Cizelge 2.1. (devam) Ari1 zehrinin bilesimini olusturan maddeler.

Aktif Amin Histamin 0,6-1,6
Aktif Amin Dopamin 0,13-1
Aktif Amin Norepinefrin 0,1-0,7
Sekerler Glukoz ve Fruktoz 2
Lipid 6-fosfolipidler 4-5
Amino Asit A-aminoasitler 1
Amino Asit Aminobutirik asit <0,5
Mineraller P, Ca, Mg 3-4
Ucucu Bilesikler - 4-8

2.1.1. Melittin

Ar zehrinin kuru agirhigini yaklasik %40 — 50° sini olusturarak zehirdeki en 6nemli
bilesenlerden olan melittin 26 lineer aminoasit dizilimine sahip bir polipeptitdir. Katyonik
ve hemolitik etkisi olan melittin yapisinda karboksi ug ile hidrofilik ve amino tarafi ile
hidrofobik kisimlar barindirarak amfipatik 6zellik gosterir. Amfipatik 6zelligi sayesinde
monomerik ve tetramerik formlarinda suda ¢6ziinebildigi gibi hem dogal hem de sentetik
fosfolipit tabakalarini (bilayers) bozarak membrana kolaylikla yerlesmesini saglar.
Melittinin membrana monomer olarak baglanarak etki ettigi gozlenmistir [10]. Yapisinda
bulunan hidrofilik ve hidrofobik bdlgeler protein — lipit iligkisi kurarak voltaja bagh
degisiklikler ve membran yikiminin gergeklesmesi ile hiicre zar1 penetrasyonuna sebep
olur [11]. Daha once yapilan caligmalarda goriildiigii iizere melittinin sebep oldugu
membran yikimi, membranin iizerinde gegici veya kalict gozeneklerin olusmasiyla
gerceklesmektedir. Gegici gozeneklerden iyon gibi kii¢lik maddeler diflizyona ugrarken
kalic1 gozeneklerden glikoz gibi maddeler hiicreye gecis yapabilir [12]. Bu sayede hiicre
membranin dogal yapist bozularak membran seciciliginde bozulmalar meydana

gelmektedir.

Arn zehri, membran yapisin1 bozarak yiizey gerilimini azaltmasmin yaninda anti
inflamatuar etkisiyle kortizol iiretimini indiikler. Merkezi sinir sistemini etkileyerek
hipofiz bezinin kortizol tiretmesini saglar. Zehrin olusturdugu acinin asil kaynagi olan
melittin kaslara da etki ederek kan dolasimini arttirirken ayni1 zamanda kan basincinin
diismesine sebep olur [13]. Degisik ar1 zehirleri ile yapilan bir ¢aligmada gram pozitif ve
gram negatif bakteriler {lizerindeki etkileri incelendiginde melittinin zehirdeki anti

bakteriyel 6zellige katki sagladig belirtilmistir [14].

Bunlara ek olarak kanser hiicreleri izerinde de bazi etkileri vardir. Kanser {lizerine yapilan
calismalar melittinin kanser hiicrelerinde hiicre dongiistiniin durdurarak biiyiimeyi
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Onledigini gostermektedir. Kanserli hiicrelerin membran yapisin1 degistirdigi ve
doniistimlerini de dnledigi gibi ayn1 zamanda hiicrelerin apopototik veya nekrotik hiicre
Oliimiine neden olur. Bu konudaki bir arastirmada diinyadaki en yaygin kanser tiirlerinden
birisi olan karaciger kanserindeki (HCC) kanserli hiicreleri izerinde melittinin antikanser
aktivitesi test edilerek HCC hiicre hatti lizerinde apopototik hiicre 6liimiine sebep oldugu
sonucuna varilmistir [15]. Melittinin kanser hiicrelerine olan etkisinin yumurtalik, meme
ve servikal kanser tiirleri izerinde de benzer 6zellikleri oldugu bilinmektedir [16]. HIV-
1 iizerine yapilan baska bir calisma sonucunda ilk defa melittinin giivenli bir sekilde
bulasmasini engelledigi bulunmustur. Ik olarak serbest halde bulunan melittin
denendiginde normal hiicreler i¢in toksik etki gdzlemlenirken, nano partikiil seklinde

uygulandiginda bu etkinin ortadan kalktig1 ve antiviral 6zelligi oldugu bulunmustur [17].

Bunlara ek olarak radyasyondan koruyucu, fosfolipaz A2’yi aktive edici, antifungal ve
antiinflamatuar 6zellikleri oldugu da bilinmektedir. Ar1 zehri incelendiginde melittinin
olumsuz etkileri dnlendigi takdirde deri, sinir ve karacigerde gergeklesen iltihaplanmalari
onledigi bulunmustur [18]. Melittinin diisiik dozlardaki etkileri yukarida belirtilenler
olurken belirli bir kanser tiirii i¢in diisiik olarak ifade edilebilecek melittin dozu
yiikseldik¢e hemolitik etki ortaya ¢ikabilir. Hemolitik etki ile alyuvarlarin hiicre zarinda
bozulmalara yol agarak hemoglobinin hiicre disina ¢ikmasina sebep olur. Yiiksek doz
sonucu inflamatuar etki olusarak ciltte ve bazi organlarda iltihaplanmalara yol
acabilmektedir. Ayrica zehirdeki alerjen maddelerden biri oldugu i¢in diger bilesenlerle

alerjik reaksiyon gosterebilir.

2.1.2. Apamin

Ar1 zehrinde bulunan bir diger 6nemli bilesen ise kuru agirhigin %2 — 3’iinii olusturan
apamindir. 18 amino asit igeren apamin yapisinda iki adet disiilfit kopriisii igermektedir.
Zehir igindeki en kii¢iik norotoksinlerden birisi olan apaminin en 6nemli 6zelliklerinden
bir tanesi de anti inflamatuar etkisidir. Bir g¢esit kronik inflamatuar hastaligi olan
ateroskleroza, damar sertligi, sahip fareler lizerinde yapilan bir deney doza bagh olarak
apaminin antiinflamatuar etki gostererek ateroskleroz hastaliginin tedavisinde
kullanilabilecegini gdstermistir [19]. Bunun yaninda diisiik dozda merkezi sinir sistemini
etkilerken yiiksek dozu norotoksik etkiye sebep olmaktadir. Literatiire bakildigi zaman
apaminin merkezi sinir sistemindeki Ca*™> bagimh K* (Sodyum-potasyum kanalr)
kanallarinda seg¢ici bloklama etkisi vardir. Noronlarda tekrar edilen hareketler i¢in olumlu
olan bu etki ile parkinson hastalig1 tedavisinde kullanilabilecegi ifade edilmistir [20].
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2.1.3. Ana Hiicrenin Graniilsiizlestirilmesi Peptidi

Ar1 zehrinin %1 — 2’ sini olusturan ana hiicrenin graniilsiizlestirilmesi (MCD) peptidi 22
amino asit ve 2 disiilfit kopriisii igererek apamine benzer bir yapidaki peptidtir. Bu peptid
mast hiicrelerinde K* kanallarina etki ederek histaminin salinimini arttirir. Farelerle
yapilan bir calismada ana hiicrenin graniilsiizlestirilmesi peptidinin gii¢lii bir anti

inflamatuar 6zelligi oldugu bulunmustur [21].

2.1.4. Adolapin

Adolapin kuru agirligin %1’ini olusturan bazik bir peptidtir. Zehirdeki agr1 kesici
maddelerden biri olarak romatizmal etkileri azalttig1 da bilinmektedir. Ayn1 zamanda

diger bilesenler gibi antiinflamasyon 6zelligi bulunmaktadir [16].

2.1.5. Fosfolipaz A2

Diger maddelerden farkli olarak ar1 zehrinin i¢indeki fosfolipaz A2 bir enzimdir ve kuru
agirlikta yaklasik olarak %10 — 12 oraninda bulunmaktadir. Zehirdeki bilinen alerjen
maddelerden en etkili olan bu enzim fosfolipitlerin par¢calanmasina sebep olan zararl
bilesenlerdendir. Hiicre membraninda bulunan fosfolipitleri de pargalayarak membran
yapisinin bozulmasina sebep olur. Insanda bulunan fosfolipaz A2 ile homolog olan bu
enzim yapilan bir aragtirma sonucu prionlarin sebep oldugu hiicre 6liimiinii inhibe ettigi
sonucuna varilmistir [22]. Melittin ile aktive olabilen enzimin Alzheimer ve parkinson
gibi sinir sistemi hastaliklarinda etkili oldugu diisiiniilirken ek olarak inflamasyon
olusumunu da etkilemektedir. Fosfolipaz A’nin bu etkilerine karsilik toksik bilesenlerin

parcalanmasini saglayan fosfolipaz B’nin de ar1 zehrinde aktivitesi oldugu belirlenmistir

[23].

Yukarida agiklanan maddelere ek olarak zehir i¢inde sekerler, ugucu bilesenler ve
mineraller gibi bircok bilesen vardir. Bunlarin bazilarinin etkileri tam olarak
bilinmemekle birlikte bu konudaki arastirmalar devam etmektedir. Rusya’da ar1 zehri igin

gelistirilen bir standarda gore [24]

e Goriiniisii kiigiik ve pul halinde toz olmalidir.
e Sarimsi veya beyaz bir renge sahip olmalidir.
e Suda ¢ozlinemeyen safsizliklar %5°1 gegmemelidir.
e Suyun kiitle oran1 %8’den fazla olmamalidir.

e Ham kiiliin kiitle oran1 %2’den fazla olmamalidir.



e Kuru agirlik agisindan 1 mg apitoksin i¢gindeki fosfolipaz A2'nin aktivitesi (IU)
100 IU’den az olmamalidir.
e Melittinin kiitle oran1 en az %50 olmalidir.

e Apaminin ise %2’den kii¢iik olmamasi gerekir.

Genel olarak bakildiginda ar1 zehrinin igermis oldugu tiim bu maddeler ile antibakteriyel,
antifungal, antiinflamatuar, sinir sistemi diizenleyici, agr1 kesici, antiaging gibi bir¢cok

etkisi oldugu bilinmektedir [25].

2.2. APITERAPI

Arilardan elde edilen firiinler, insan beslenmesindeki 6neminin yaninda yillar boyunca
cesitli hastaliklarin tedavisinde de farkli sekillerde kullanilmistir. Apiterapi ad1 verilen bu
tedavi bicimi bilinen en eski tarihiyle Antik Misir’dan gilinlimiize kadar gelen bir
yontemdir. Amerikan Apiterapi Dernegi (The American Apitherapy Society Inc)’nin
tanimina gore apiterapi bal arilarinin tiretmis oldugu ar1 zehri, bal, polen, propolis gibi ar1
iriinlerinin tibbi tedavi amacgl kullanilmasidir [26]. Tedavi amagh kullanilan ilaglar
bir¢ok kimyasal madde igerdigi i¢in glinlimiizde fazla tercih edilmemeye baslanmistir.
Ayrica ilaglarin neden oldugu agir yan etkileri ve tedavi yontemlerinin artik yetersiz
kalmas1 sebebiyle insanlar eskiden oldugu gibi geleneksel yontemlere yonelmistir.
Insanlarin eski ¢aglardan beri dzellikle ar1 ignesini tedavi amaglh kullanmasi apiterapinin
uzun yillar boyunca kullanilan bir tedavi bigimi oldugunu gostermektedir. i1k olarak Cin
ve Japonya gibi uzak dogu iilkelerinde kullanilan geleneksel bir tedavi yontemiyken son
zamanlarda popiilerligi artarak tiim diinya tilkeleri tarafindan kabul gérmiis ve bu tedavi
yontemlerinin kullanildig1 bir¢ok apiterapi merkezleri kurulmustur [27]. 1950'lerde
aricilik icin gelismis tekniklere sahip iilkeler ar1 zehrini kullanmaya baslayarak
caligmalara baglamiglar ve terapdtik etkilerini  Ogrenerek tedavi ydntemleri
gelistirmiglerdir [28]. Ar1 zehrinin viicuda kontrollii ve belirli miktarlarda verilmesi ile
agrn kesici, sinir sistemini diizenleyici ve inflamatuar etkinin 6nlenmesi gibi etkilerinden

faydalanilir. Bu tedavi sirasinda zehrin kullanilacagi yer ve dozu ¢ok 6nemlidir.

Ar1 zehri uzun yillardan beri hastaliklarin tedavisi amacli olarak arilardan toplanmaktadir.
Ar zehrinin birgok farkli toplama metodu bulunurken bunlardan bir tanesi sagim
yontemidir. Sagim yonteminde arinin ignesi el ile karmn bolgesinden disariya dogru

cikartilir. Zehir haznesine dogru yavagga tekrarlanan baskilar uygulanarak zehrin



damlaciklar halinde gelmesi saglanmig olur. Bu teknik ile yaklasik olarak bir aridan 0,1

— 0,25 pl araliginda zehir toplanabilmektedir [29].

Sagim yontemine ek olarak yapilan arastirmalar sonucunda bir diger ar1 zehri toplama
yontemi olan ekstraksiyon yontemi gelistirilmistir. Ekstraksiyon yonteminde arilarin
govdelerinden veya ignelerinin ¢ikartilmasinin ardindan ekstrasyon yapilarak zehir
toplanmaktadir [30]. Yapilan ¢alismalar sonucunda bu yontemle elde edilen zehir ve
elektriksel sagim yontemiyle elde edilen zehir yapilarinin birbirlerinden farkli oldugu
gorlilmiistiir. Ekstraksiyon yonteminde elde edilen zehirde diger metot ile toplanan
zehirde olmayan proteinler bulunmasina ragmen ekstraksiyon yontemi igin

homojenatlarin sinirli olmasi bu yontemin kullanimini azaltmaktadir [31].

Gelistirilen ar1 zehri toplama yontemlerinin arilara zarar vermesi veya zor
uygulanabilirligi yiiziinden yeni yontemler gelistirilmeye ¢alisilmistir. Bu kapsamda en
cok uygulanan yontem arilarin elektrik akimma maruz birakilarak zehirlerin
toplanmasidir. Yapilan ¢alisma ile arilar diisiik voltajda soka maruz kaldiklarinda nemli
filtre kagidin1 sokarak zehirlerini birakmislardir. Bu sekilde arilarin herhangi bir zarar
gormedigi de tespit edilmistir [32]. Elde edilen bu verilere gore elektrikli sagim i¢in ¢esitli
ekipmanlar gelistirilmistir. Amerika’da tasarlanan bir cihaz elektrikli bir cam plakadan
olusturulmustur ve bu cihaz sayesinde arilara elektrik c¢arpmaz ve ignelerini
kaybetmezler. Cam plaka 12 V — 220 V aras1 giiclendirilerek siirekli bir akima
dontstiiriiliir. Olusan akim esnek bir kablo yardimiyla cam plakadaki karsi basingla
yerlestirilmis metal plakaya geger. Cam plakanin {izerinde paralel olarak diizenlenmis
teller topraga baglidir bu ylizden negatif bir terminal olusturularak arilarin zehir tiretmesi
icin gerekli akim verilmis olur. Bu sistem ile 20 ve daha fazla plakanin tedarigi i¢in
gereken akim tretilebilir. Bu sisteme benzer icerisinde sogutma sistemi de olan baska
cihazlar da gelistirilmistir. Daha sonraki yillarda Iran’da gelistirilen bir cihazda kafes
benzeri bir kutunun igerisine i¢ duvarlari sarj edebilecek ve bosaltabilecek elektrik telleri
koyulmustur. Arilar birbirine yakin olan kablolarla temas edince 21 voltluk bir akima 3
saniye boyunca maruz kalirlar. 7 saniye i¢inde tekrar sarj edilen kablolarin bu dongiisii 5

dakika boyunca devam ederek arilarin cam plakay1 sokmasi saglanir [33].

Eskiden apiterapi tedavisi i¢in arilarin ignelerinin direk batirilmasi saglanirken bununla
birlikte giinlimiizde arinin zehri liretmesi saglanmakta, zehir batirilmaya gerek kalmadan
ve arilara herhangi bir zarar verilmeden ila¢ haline getirilmektedir. Farkli zehir toplama

tekniklerinden genellikle Sekil 2.1°de goriildiigii gibi tellerin 5-10 mm araliklarla paralel
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olarak dizilip ve tellerin altina da camdan bir levha koyulmasi tercih edilir. Bu tellerden
yaklasik 12 voltluk akim gegirilir ve ar1 bu tellere degdiginde akimdan dolay1 zehir tiretir.
Zehir cam levhaya birakilirken normalde bu asamadan sonra 6len ar1 bu teknikle ignesini
ve diger organlarin1 kaybetmedigi i¢in hayatta kalmaya devam eder. Havayla temas eden
zehir hizlica kristal hale gegerek levha iizerinden toplanir. Yapilan ¢aligmaya gore 10
kovandan yaklasik 1 — 2 gram zehir toplanabilmektedir. Toplanan zehir miktar1 toplama
isleminin yapildig1 mevsime gore degisiklik gdsterebilmektedir. Ayrica zehrin toplama

isleminin de zehir kalitesine etki edilebilecegi diisiiniilmektedir [34].

Jaoc-ml&q} -

o

P

Ll e e

"y

c)

Sekil 2.1. a) Arilarin ar1 zehri iiretimi b) Ar1 zehri toplanmasi ¢) Aricilardan temin
edilen ar1 zehri drnegi.

Gida ve Tarim Orgiitii (FAO)’niin agiklamasina gore sokma tedavisinin kronik ve tedavi
edilemeyen hastalara heniiz kesin bir etkisinin oldugu kanitlanmasa da multiple skeleroz
(MS), tendon ve diger kas yaralanmalarina faydasi oldugu belirlenmistir [35]. Ayrica
ylriitiilen ¢esitli klinik caligmalar da norolojik ve inflamatuar hastaliklarda ar1 zehrinin

olumlu etkileri oldugunu gostermektedir [36].
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2.3. ARI ZEHRININ INSAN SAGLIGINA ETKIiSi

Art zehri uzun yillar boyunca insanlar tarafindan cesitli agrilarin1 gegirmek {izere
kullanilmistir. Yapilan ¢alismalarla zehrin igerigi arastirilmis ve birgok 6zelligi oldugu
bulunmustur. Ari zehri 6nceki boliimlerde de belirtigi lizere genel olarak anti bakteriyel,
anti inflamatuar, anti aging, hiicre yenileyici, sinir sistemi diizenleyici ve agr1 kesici
etkilere sahiptir. Sinir sistemine yaptig1 etkilerin yaninda diyabetik ve cesitli deri
hastaliklar1 tizerine de olumlu etkileri bulunurken kanser tedavisi i¢in de 6nemli bir
madde oldugu diistiniilmektedir. Yaralar ve iltihaplara iyi gelmesiyle cilt hastaliklarinda,
agr1 kesici Ozelligi ile romatizma ve migren tedavilerinde kullanilirken antioksidan

ozellik gosterdigi de bilinmektedir [37].

Yapilan caligmalara bakildiginda en spesifik 6zelligi ise merkezi ve periferik sinir
sistemini etkileyerek Parkinson, MS, ALS, Alzheimer ile sinir sistemi inflamatuarlarin
tedavisinde yardimci olmasidir [38]. Amyotrofik lateral skleroz (ALS) merkezi sinir
sistemini etkileyerek kas hareketlerinden sorumlu motor néronlarda 6liime yol agan bir
hastaliktir ve gliniimiizde bu hastaligin heniiz kesin bir tani testi yoktur [39]. Hastaligin
sebebi ve tanisi kesin olarak belirlenmedigi gibi ilerleyisini durdurmak veya tedavisi i¢in
de bilinen bir yontem bulunamamaktadir. Ar1 zehrinin hastaligin tedavisini arastirmak
amaciyla gerceklestirilen bir ¢alismada, hastalik modeli olusturulan farelere deri altindan
zehir enjeksiyonu gergeklestirilmistir. Farelerde motor aktivitelerinin gelistigi ve hayatta
kalmalarmin kontrol grubuna oranla %18 daha fazla oldugu goriilmiistiir. Bunun
sonucunda hastaligin semptomlarinin azaltilmasinda ar1 zehrinin kullanilabilecegi

goriilmiistiir [40].

Bagka bir sinir sistemi rahatsizlig1 olan parkinson hastalig1 diinya ¢apinda ikinci en yaygin
norodejeneratif hastaliktir. Mevcut hi¢bir tedavi hastaligin tamamen gegmesini saglamasa
da semptomatik tedaviler hastanin yasam kalitesini arttirabilir [41]. Parkinson
hastaliginin tedavisi iizerine yapilan arastirmalar ar1 zehri akupunkturunun néronlar

tizerinde hastaliga kars1 koruyucu bir 6zelligi oldugunu gostermistir [42].

Sinir sistemine etkileri disinda ar1 zehrinin bilinen bir baska etkisi ise diyabet {izerinedir.
Kisaca pankreasin trettigi insiilin hormonunun eksikligi sonucunda kan sekerinin
yiikselmesi olarak tanimlanan diyabet gozler, bobrekler, damarlar ve sinirler gibi viicutta
bircok organa zarar veren bir hastaliktir. Diyabetin diger patogenezi ise diisiik HDL,

yiiksek trigliserit ve LDL konsantrasyonu ile gosterilen anormal bir lipit profilidir. Bu
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nedenle diyabet i¢in potansiyel ¢6ziim, sadece kan sekeri seviyelerini diisiiriicii etkiye
degil, ayn1 zamanda lipit diizenleme etkisine de ihtiya¢ duyar. Tavsanlar ile yapilan bir
calismada diyabet hastalig1 olan tavsanlar gruplara ayrilarak bir kismina alloksan bir
kismina ar1 zehri uygulamasi yapilmistir. Hastalikli tavsanlara her giin bir ar1 sokmasi
yapilarak yani 0,2-0,5 ml zehir verilerek durumlari incelenmistir. Yapilan calisma
sonucunda ar1 zehri ile tedavi edilen tavsanlarin kan sekeri seviyeleri yaklasik olarak
%?20,7 olarak azalirken kolesterol seviyelerinin %15,8 azaldigi, diisiik yogunluklu
lipoporoteinin (LDL) %12,7 azaldig1 ve yiiksek yogunluklu lipoporotein seviyelerinin
(HDL) ortalama olarak %14,4 oraninda arttig1 goriilmiistiir. Sonug olarak bal aris1 zehri
kan sekeri seviyesini diigiiriirken ayrica lipit diizenleme aktivitesine sahiptir. Bu ¢alisma

ile ar1 zehri diyabet i¢in potansiyel bir ilag olarak diisiiniilebilir [43].

Ar zehri birgok faydasinin yaninda sokma isleminin ardindan agriya neden olabilmekte
ve icerigindeki alerjenik peptidler ile baz1 kisilerde alerjenik reaksiyonlar
gosterebilmektedir. Alerji normalde zararli olmayan ¢evredeki maddelere karsi bagisiklik
sisteminin immiinolojik olarak gostermis oldugu asir1 ve anormal bir tepkidir [44]. A
sokmalar1 sonrasinda boyle bir alerjik reaksiyon olmasi normaldir ve etkisi genellikle
birkag saatte gecer, bu yiizden ¢ogu insan igin tehlikeli bir durum degildir. Bu konuyu
arastirmak {izere aricilarla yapilmis olan bir galigmada ar1 irlinlerinin alerjiye olan etkileri
incelenmistir. Bu ¢alisma sonucunda ar1 zehrini de kapsayan, bal harici, ar1 Giriinlerinin
tedavi edici dozlarda kullanilmasi ile alerjik hastaliklardan korunma ve sagligin

gelistirilmesinde etkili olabilecegi ortaya ¢ikmustir [45].

Ar zehri igerigindeki bilesenler geregi arinin soktugu bolgede sisme, kizarma ve yanma
gibi belirtiler olusabilir. Ar iirlinlerine kars1 alerjisi olanlarin yani sira normalde ar1
zehrinin yukarida anlatildig iizere alerjik hastaliklara karsi olumlu sonuglari vardir. Sekil
2.2°de de goriildiigii lizere ar1 zehri tehlikeli madde niteligi tasimamaktadir. Ar1 zehrinin
tedavi amagli kullanilmasinda zehrin direk sokma, saflastirilip enjeksiyonu veya ar1 zehri

igcerikli merhemler ile viicuda alimi saglanmaktadir [46].
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Sekil 2.2. Ar1 zehri giivenlik bilgi formu (Ek 2).

Saglik Bakanligi’nin yaptig1 agciklamaya gore ar1 zehri; Multipl skleroz (MS), Amyotrofik
Lateral Skleroz (ALS) ve parkinson gibi kas ve iskelet sisteminin isleyisini etkileyen
norolojik hastaliklarda, romatizma sonucu olusan romatoid artrit gibi kas ve eklem
hastaliklarinda ve agrili hastaliklarda tedavi amaciyla kullanilabilir. Kullanimda ise
herhangi bir ar tirlinline alerji veya asir1 hassasiyet olmasi, ciddi organ yetmezligi,
enfeksiyon ve karaciger sorunlar1 gibi durumlara dikkat edilmelidir. Gebe ve emziren

kadinlarla ayrica 18 yas alt1 ¢ocuklarda kullanim1 6nerilmemektedir [46].

2.3.1. Ar1 Zehrinin Cilt Uzerine Etkileri

Literatiir ¢alismalarinin incelenmesi sonucunda ar1 zehrinin genel faydalarinin yaninda
deri iizerine faydalar1 hakkinda da bir¢ok caligma yiiriitildigii goriilmektedir. Ar
zehrinin cilt lizerine olan etkileri genel olarak anti inflamatuar, anti aging, hiicre
yenilenmesi ve pigmentasyon etkileri olarak siralanabilir. Bu etkiler ile zehir akne,
alopesi, atopik dermatit, pigmentasyon ve yaslanma sorunlarinin tedavisinde
kullanilabilir. Agr1 kesici ve anti inflamatuar 6zellikleri ile yara izi, leke, iltihap ve kasinti
gibi deri hastaliklar1 i¢in alternatif bir tedavi yontemidir. Ayrica anti kanserojen etkisi ile

deri kanserleri lizerinde de olumlu sonuglar1 vardir [47].

Literatiire bakildiginda ar1 zehrinin cilt hassasiyetiyle iligskisini anlamak adina domuzlar
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tizerinde birtakim testler yapilmistir. Domuzlar rastgele ar1 zehri, pozitif kontrol ve etil
alkol hassasiyetine gore ii¢ gruba ayrilmis ve ar1 zehri uygulanmistir. Her ii¢ grupta da
tedaviyle iliskili klinik bulgu gdzlenmemistir. Odem ile degerlendirilen ortalama cilt
reaksiyonu ve domuzlarin ar1 zehri grubundaki duyarlilagsma orani, ihmal edilebilir bir
duyarlilastirma potansiyelini temsil eden pozitif kontrol grubundakilere kiyasla 6nemli
Olctide diisiik ¢ikmistir. Bu verilere gore ar1 zehrinin 1iyi tolere edildigi ve dermal tahris
potansiyeli sergilemedigi sonucuna ulasilmistir. Cilt duyarliligin1 tetiklemedigi
diisiiniilen ar1 zehrinin kozmetik bir bilesen olarak topikal kullanimlar i¢in harici bir
uygulama saglayabilecegi diisiiniilmektedir [48]. Baska bir calismada ise tahris hakkinda
bilgi edinmek i¢in tavsanlarin deri ve g6z mukoza membranlarina ar1 zehri uygulanmaistir.
Tavsanlarin altisinda deri tahrisi, dokuzunda ise g6z tahrisi i¢in aragtirma yapilmis ve ilk
yetmis iki saatte deri ilizerinde herhangi bir etki gézlenmemistir. Gozde ise ilk giinden
sonra bazi reaksiyonlar tespit edilmistir. Fakat bunlar kornea ve irisi etkilemeyen, ihmal
edilebilir diizeyde etkilerdir. Bu arastirma da ar1 zehrinin tahris edici 6zelliginin yok

sayilabilecegini gostermektedir [49].
2.3.1.1. Ar1 Zehrinin Cilt Hastaliklar: Uzerine Etkisi

Ar1 zehrinin insan viicuduna olan etkileri incelendigi zaman 6zellikle ciltte olusan bircok
hastaliga iyi geldigi bilinmektedir. Sedef hastaliginin bir ¢esidi olan lokalize plak sedef
hastalig1 kronik ve inflamatuar bir cilt hastaligidir. Kabarik, kirmizi ve pembe zeminde
beyaz, iri ve kuru kepek olarak tanimlanan sedef hastaligi ¢esitli biiyiikliik ve sekillerde
viicudun her yerinde olabilmektedir [S0]. Hayati bir tehlike olusturmamakla birlikte zorlu
bir hastalik olarak hastanin hayatin1 ciddi derecede olumsuz etkileyebilmektedir. Heniiz
hastaligin nedeni bilinmediginden tamamen gegirilmesi i¢in bir tedavi olmamasina karsin
etkileri ¢esitli tedavilerle azaltilabilmektedir [51]. Bu hastaliga bulunan tedavilerde en
onemli sorunlardan bir tanesi toksik etkidir. Yapilan bir ¢aligmada hastaligin etkilerini en
zararsiz yoldan yok edebilmek i¢in yeni bir tedavi yontemi gelistirilmistir. Bu ¢aligmada
hastalar dort gruba ayrilmis ve gruplara ar1 zehrinin intradermal, propolisin oral ve topikal
olarak ve son gruba ise ar1 zehri ve propolis kombinasyonu seklinde tedavi uygulanmastir.
Calisma sonucunda lokalize plak sedef hastalig1 i¢in en az yan etkiye sahip tedavilerden
intradermal ar1 zehrinin tek basina veya propolisle kombinasyonunun oral veya topikal

propolisten daha iyi etki ettigi belirlenmistir [52].

Art zehrinin farmakolojik 6zellikleri deride olusan yaralarin iyilestirilmesinde etkilidir.

Hayvan derisi lizerinde yapilan bir ¢aligmada ar1 zehri ve vazelin yaralarin iyilestirilmesi
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icin kullanilarak kontrol grubuyla karsilastirilmistir. Denek olarak kullanilan farelerde
olusturulan yaralarin durumu ¢esitli giinlerde histolojik analiz ile degerlendirilmistir. Bir
gruba tedavi amagh ar1 zehri diger gruba ise vazelin uygulanmis ve kontrol grubu
olusturulmustur. Ar1t zehri kullanilan grupta diger gruplara gore dokularin
giiclenmesinden sorumlu bir protein olan kollajen-1 seviyesinde artis gézlenmistir. Bu
grupta fibroz ile iligkili sitokinlerin eszamanli inhibisyonu ile yara iyilesmesinin artarak
yara boyutlarinda kii¢iilmeler olmustur. Bu c¢alisma ile ar1 zehrinin deri iizerindeki
yaralarin iyilestirilmesinde kollajen-1 ve ¢esitli bilesenlerle birlikte 6nemli bir 6zelligi
oldugu sonucuna varilmistir. Ayrica cilt kusurlari i¢in topikal ar1 zehri tedavisinin, yara
olusumunu 6nleme ve olusan yaralarin boyutlarini1 azaltmada etkili oldugu diistintilmiistiir

[53].

Staphylococcus aureus bakterileri sebebiyle olusan egzama olarak bilinen atopik
dermatitis (AD), siddetli kasint1 ile birlikte kronik olarak tekrarlayan inflamatuar bir cilt
hastaligidir [54]. Bu hastalikta kaginma sebebiyle olusan ¢izikler hastaligin etkisinin daha
da kotiilesmesine sebep olur. Ari zehrinin inflamatuar ve alerjik hastaliklar {izerine
etkileri distiniilerek bu hastalikta tedavi amag¢h kullanilabilirligi arastirilmistir.
Calismada farelere ilk olarak p- metoksifenetilmetilamin ve formaldehidin bir {iriinii olan
48/80 maddesi verilmistir. Bu madde mast hiicrelerini etkileyerek histamin salinimina ve
kasinma hissi olugsmasina sebep olmaktadir [55]. 48/80 bilesiginin neden oldugu ¢izilme
davranisi lizerindeki etkilerini 6nlemek i¢in farelere bir de ar1 zehri (0,01 ve 0,1 mg/kg)
enjekte edilmistir. Ar1 zehrinin ana hiicrenin graniilsiizlestirilmesi ve pro inflamatuar
sitokin ekspresyonunu inhibe ederek atopik dermatit ile iliskili semptomlari
tyilestirebildigi gozlenmistir [56]. Calisma sonucunda ar1 zehrinin atopik dermatit
hastalig1 etkilerini azaltic1 ve dermatiti dnleyici tedavilerin gelistirilmesinde kullanilarak

cilt hastaliklarinda faydali oldugu kanisina varilmstir.

Inflamatuar 6zelligi ile akne olusumuna sebep olan Propionibacterium acnes (P. acnes)
Gram pozitif ve anaerobik bir bakteridir. Cilt mikrobiyotasinin her yerinde bulunabilen
bu bakteri cilt dis1 enfeksiyon bolgelerinde potansiyel bir patojendir [57]. P. acnes, bir
dizi enfeksiyona neden olmanin yani sira inflamatuar durumlarla da iligkili bir bakteridir
ve bu ozelligi ile ciltte akne olusumuna sebep olmaktadir [58]. Normalde antibiyotikler
bu bakterinin tedavisinde kullanilirken ¢esitli yan etkileri oldugu i¢in alternatif bir tedavi
yontemi gelistirilmeye ¢alisilmistir. Bu caligmada, ar1 zehrinin bakterinin olusturdugu

inflamatuar cilt hastaligina kars1 terapotik etkilerini arastirmak i¢in, bakteri enjekte edilen
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farelerin sag kulaklarinin cilt ylizeyine ar1 zehri uygulanmigtir. Bakteri inflamatuar
etkinin artmasina sebep olurken zehir ile tedavi bu reaksiyonlarin onemli Olcilide
azalmasin1 saglamistir. Yapilan c¢alismanin sonuglari ar1 zehrinin inflamatuar cilt
hastaliklar1 iizerinde inhibitdr olarak kullanilabilecegini gostermektedir. Bu 6zelligi ile
akne karsit1i olarak kozmetik endiistrisinde kullanilabilecek bir madde oldugu

belirtilmistir [59].
2.3.1.2. Ar1 Zehrinin Pigmentasyona Etkisi

Art zehrinin cilt hastaliklar1 {izerindeki etkilerine ek olarak cildin pigmentasyonuna da
etki ettigi bilinmektedir. Istenmeyen cilt lekeleri ve olusan renk esitsizlikleri i¢in yapilan
caligmalar sonucunda ar1 zehrinin ciltteki pigmentasyonu etkileyen faktorler {izerinde
onarict bir etkisi oldugu goriilmektedir. Pigmentasyon melanosit proliferasyonu,
melanogenez, gd¢ veya dendriklikteki artislardan kaynaklanabilmektedir. Son
zamanlarda, ar1 zehrinin bir bileseni olarak salgilanan fosfolipaz A2'min (sPLA2)
melanosit ve pigmentasyonunu uyardigi bilinmektedir [47]. Ar1 zehri klinik olarak
romatoid artriti kontrol etmek ve antiinflamatuar 6zellikleri ile agriy1 iyilestirmek igin
kullanilmaktadir. Ayrica, ar1 zehri ile tedaviden sonra, enjeksiyon bolgeleri etrafinda
pigmentasyon nadiren gdzlenmistir ve nadir olusan bu pigmentasyon birkac ay siirmistiir.
Bununla birlikte, ar1 zehrinin melanositler {izerindeki etkisi hakkinda yapilan bir
calismada ar1 zehrinin normal insan melanositlerinde proliferasyon, melanogenez,
dendriklik ve goc iizerindeki etkisi ve sinyal iletimini incelenmistir. Bu ¢alisma ile ar1
zehrinin melanosit dozunu ve siiresini bagimli olarak artirdigi gozlenmistir. Ayrica ari
zehrinin, artmig tirozinaz ekspresyonu ile melanogenezi ve PLA2 aktivasyonu yoluyla
melanosit dendrikligini ve gociinii indiikledigi sonucuna varilmistir. Genel olarak, bu
calismada, ar1 zehrinin pigmentasyondan sorumlu olan in vitro kompleks sinyal
yollarindan melanosit proliferasyonu, melanogenez, dendriklik ve go¢ tizerinde bir etkisi
olabilecegi gosterilmistir. Bu ¢alisma ile ar1 zehrinin vitiligo cildinde repigmentasyonu

indiiklemek i¢in terapotik bir ilag olarak gelistirilebilecegi gosterilmistir [60].

Arn zehrinin cildi etkiledigi bir baska 6zellik ise ultraviyole (UV) 1sinlara kars1 koruma
saglamasidir. Ozellikle UV 1sinlarinin yaklasik %5’ini olusturan ultraviyolet B (UVB)
isinlart cilt i¢in en tehlikeli olanidir. Diisiik dozda kronik UVB maruziyetinin, cilt
kalinlig1 ve kirisiklik olusumuna ek olarak cilt elastikiyetinde azalma dahil olmak {izere
cilt foto yaslanmasina, photoaging, neden oldugu bilinmektedir [61]. UVB 1sinlarinin cilt

fibroblastlarinda matris metaloproteinaz-1 (MMP-1) ve stromelisin-1 (MMP-3) sentezini
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indiikleyerek ciltteki foto yaslanma ve tiimor ilerlemesine sebep olmaktadir [47], [62].
Yapilan bir aragtirmada ar1 zehrinin UVB 1sinl1 insan dermal fibroblastlarinda (HDF)
MMP — 1 ve MMP — 3 ekspresyonu lizerindeki etkisi arastirilmistir. Zehrin MMP — 1 ve
MMP — 3 protein seviyelerini %50 — 85 oraninda ve mRNA ekspresyonunu da azalttig1
gozlenmistir. Zarar gormiis fibroblastlarin diizeltilmesine yardime1 olmasiyla ultraviyole

1sinlarindan korunmada etkili oldugu kanitlanmistir [63].
2.3.1.3. Ar1 Zehrinin Yaslanmaya Etkisi

Arn zehrinin en 6nemli 6zelliklerinden bir tanesi yaslanmaya bagl olarak ortaya ¢ikan
degisimler lizerindeki etkileridir. Ar1 zehrinin kirigiklik, sarkma, cilt tonu ve diizgiinliik
gibi yaslanma belirtilerini etkileyip etkilemediginin arastirildig1 bir ¢calismada yaslanan
cilt fenomenleri lizerindeki etkinligi degerlendirmek i¢in klinik etkinlik denemeleri
yapilmustir. Kirigiklik, sarkma ve cilt diizglinligiiniin iyilestirilmesinin 6lctilmesi i¢in
Olciimler, uygulamadan once, tedaviden hemen sonra ve tedaviden 1 hafta sonra ii¢ kez
alimmistir. Bu ¢alisma ile insan dermal fibroblastlart (HDF'ler) kullanarak hiicresel
etkinlik denemeleri yoluyla, ar1 zehrinin, hiicre dis1 matris (ECM) tarafindan diizenlenen
genler olarak bilinen MMP1 ve COL1A1'in UVB kaynakli gen ekspresyonu {izerinde
koruyucu etkileri oldugunu dogrulamiglardir. Sonug¢ olarak, ar1 zehrinin, ECM
diizenlenmis gen ekspresyonu ve yasli cilt belirtileri dahil UVB ile indiiklenen hiicresel
hasar1 iyilestirdigi bulunmustur. Bu sonugclar yeni, etkili bir yaslanma karsitt kozmetik

bilesen olarak ar1 zehrini ortaya koymaktadir [64].

Ar zehri serumunun yaslanan cildin klinik bulgular1 {izerindeki yararli etkilerinin
degerlendirildigi baska bir ¢alismada sonuglar, ar1 zehri serum tedavisinin, toplam
kirisiklik alanini, toplam kirisiklik sayisini ve ortalama kirisiklik derinligini azaltarak yiiz
kirigikliklarii klinik olarak iyilestirdigini gdstermektedir. Yapilan klinik c¢aligmanin
sonuglarina gore ar1 zehri serumunun cilt kirigikliklarinin giderilmesinde etkili

olabilecegi diisliniilmektedir [65].

2.3.2. An Zehrinin Antikanserojenik Etkisi

Art zehrinin bilinen olumlu saglik etkilerine ek olarak kanser {izerine de bir¢ok etkisi
oldugu bilinmektedir. Yapilan bir ¢aligmaya gore ar1 zehrindeki polipeptidler (PBV)
hepatom hiicre dizisi iizerinde hiicrelerin biiylimesini inhibe edici etki gdstermistir. Hiicre
0lim mekanizmalarinin analizi PBV'nin apoptotik hiicre 6liimiine neden oldugunu

gostermistir. Sitotoksisitenin MTT (3- (4,5-dimetiltiyazol-2-il) -2,5-difeniltetrazolium)
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analizi sonuclari, PBV'nin sitotoksik etkilerinin doza ve zamana bagli oldugunu
dogrulamistir. Bu ¢alisma PBV (10,0 pg/mL) ile isleme tabi tutulan insan hepatom
hiicrelerinin ¢ogalmasinin 6nlendigini gostermistir. Apoptotik hiicre 6liimii daha sonra
annexin V, propidyum iyodiir boyamasi ve DNA fragmantasyon analizi ile
dogrulanmistir. in vivo deneylerde PBV (1,5 veya 3 mg/kg) ile tedavide farelerde insan
hepatom hiicre biiyiimesinde 6nemli bir yavaslama oldugu gézlenmistir. Bu bulgular ar
zehrinin  timorlere karst  kemoterapotik bir ajan  olarak  kullanilabilecegini

diistindiirmektedir [66].

Ar1 zehrinin apoptoza neden olup olmadiginin arastirildigi bagka bir ¢caligma i¢in ar1 zehri
ile tedavi edilen akciger kanseri hiicreleri lizerinde fenilindol boyamasi, akis sitometrik
analizi ve DNA fragmantasyon analizi yapilmistir. Morfolojik ve biyokimyasal analizler
yoluyla ar1 zehri ile tedavi edilen akciger kanseri hiicrelerinin apoptotik 6liim yolag:
sergiledigi gosterilmistir. Ek olarak, ar1 zehrinin siklooksijenaz ve PGE2 sentezinin
ekspresyonu lizerinde engelleyici bir etkiye sahip olup olmadiginin dogrulanmasi i¢in bir
calisma yapilmistir. Siklooksijenaz-2 mRNA'nin ekspresyonu ve PGE2 sentezinin ar1
zehri tarafindan inhibe edildigi goriilmiistiir. Ar1 zehrinin insan akciger kanseri lizerinde

bir anti kanser etki gosterdigi sonucuna varilmistir [67].

Bir diger ¢alismada, ar1 zehrinin, 16semik hiicrelerde apoptozu indiikledigi bildirilmistir.
Ayrica art zehri ile indiiklenen apoptoza, Bcl-2'nin asagi regiilasyonu, kaspaz-3'iin
aktivasyonu ve bunu takip eden bir poli polimeraz (PARP) yarilmasi1 eslik etmektedir.
Kaspaz-3 inhibitorii hiicre canlili§ini geri kazanma yetenegine sahip bulunmus ve kaspaz-
3 aktivasyonu yoluyla ar1 zehri ile indiiklenen apoptoz, Bcl-2-asir1 eksprese eden
hiicrelerde 6nemli 6l¢giide zayiflatilmistir. Bu sonuglar, Bcl-2'nin asagi regiilasyonunun,
art zehri ile indiklenen apoptoz ile iliskili bir kaspaz-3'iin aktivatorii olarak
baslatilmasinda Onemli bir rol oynadigim1 gostermektedir. Sonuglar, ar1 zehri ile
indiiklenen apoptozdaki anahtar regiilatdrlerin, insan 16semi hiicrelerinde Bcl-2 ve

kaspaz-3 oldugunu gostermistir [68].

Insan meme kanseri hiicrelerinde ar1 zehri tarafindan indiiklenen apoptozun molekiiler
mekanizmalarin arastirildig1 bir calismada veriler ar1 zehrinin mitokondriye bagimli bir

yolla apoptozu indiikledigi gostermektedir [69].

Ar1 zehrinin farelerde ve tiimor hiicre kiiltiirlerinde olasi tiimdr biiylimesi ve metastaz
Onleyici etkilerinin arastirildigi bir ¢aligma yapilmistir. Ar1 zehrinin farelere intravendz
uygulanmasi, akcigerdeki metastaz sayisin1 onemli 6l¢iide azaltmistir. Ar1 zehrinin neden
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oldugu immiinolojik parametrelerde de degisiklikler gozlemlenmistir. Ayrica ari
zehrinin, timor biiylimesinin inhibisyonu ve lenf nodlarindaki lokal hiicresel bagisiklik
tepkilerinin uyarilmasina dayanan timor reddini tesvik etmenin dolayli bir
mekanizmasina sahip oldugu sonucuna varilmistir. Yapilan bu ¢aligma ile ar1 zehrinin

tiimor biiyiimesini inhibe ettigi sonucuna varilmistir [70].

2.3.3. An1 Zehrinin Analjezik Etkisi

Romatoid artrit (RA) eklemleri i¢ceren karmasik bir otoimmiin ve inflamatuar hastaliktir
ve kadinlarda daha sik goriilmektedir. Bu hastalik iizerine yapilan ¢aligmada kadin
hastalarda iltihaplanma ve oksidatif strese neden olan romatoid artritte (RA) ar1 zehri
akupunkturunun terapotik aktivitesi degerlendirilmistir. 75 kadin hasta kontrol, ar1 zehri
akupunkturu, romatoid artrit, tedavi edilen romatoid artrit ve ar1 zehri gruplariyla birlikte
olarak 5 gruba ayrilarak test edilmistir. Ar1 zehri tedavisi ile romatoid artrit iltihab1 ve
oksidatif stres etkilerinin hafifleterek hastaligin rutin tedavisinden daha etkili oldugu
gbzlenmistir. Bu ¢alisma ar1 zehrinin anti artrit etkisinin anti inflamatuar ve antioksidan
ile iliskili olabileceginin diisiiniilmesine sebep olmustur [71]. Ar1 zehrinin cilt iizerindeki
olumlu etkilerini kanitlayan tiim bu c¢alismalar zehrin kozmetik sektoriinde

kullanilabilecek 6nemli bir madde oldugunu gdstermektedir.

Akut ve kronik agri durumlarinin tedavisinde kullanilan ilaglar zamanla viicutta
gastrointestinal kanama ve bobrek yetmezligi gibi birtakim yan etkilere sahiptir. Bu yan
etkiler sebebiyle giinlimiizde agriy1 gidermek i¢in dogal bilesenler tercih edilmeye
baslanmis ve bu konu hakkinda ¢alismalar baslatilmistir. Ar1 zehri geleneksel olarak tipta
agriy1 hafifletmek ve RA gibi inflamatuvar hastaliklar1 tedavi etmek ve agr1 gibi etkilerini
gecirmek i¢in kullanilmistir. Uzun yillar boyunca ar1 zehri akupunktur yoluyla agrili
bolgelere agr kesici olarak uygulanmistir. Agr kesici anlamina gelen analjezik etki, ar1
zehri uygulamasinda impuls ve noronlar1 uyararak analjezik sistemin, agri kontrol
sisteminin, harekete ge¢mesini saglamaktadir. Bu uyari ile viicutta beta endorfin,
enkefalin, serotonin ve norepinefrin seviyeleri ylikselerek analjezik ve antiinflamatuar
etki olusturulur [72]. Enkefalinlerin antidepresan, anksiyolitik ve antikonviilzif etkileri,
betaendorfinin analjezik ve antiinflamatuar etkinligi, serotinin ise analjezik etkisi
bulunmaktadir [73]. A1 zehrinin akupunktur tedavilerinde agr1, artrit ve multipl skleroz
basta olmak iizere cesitli hastalik tablolarinda kullanimi agr1 kesici 6zelliginin kanitlar
niteliktedir. Ar1 zehrinin viicutta tedavi amacgli kullanilabilmesine dair yapilan bir
caligmada ham ar1 zehirlerinden dengeli bir zehir ¢ozeltisi hazirlanmistir. Art zehrinin
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enjeksiyon ve intradermal yollarla agrili bolgelere uygulanabilecegini ve bu bolgelerde
herhangi bir toksik etki veya alerjenik reaksiyona sebep olmayacagini gostermistir [2].
Kas-iskelet agrilari tedavisinde ar1 zehri ile tedavinin analjezik etkinligine iliskin kanitlar
degerlendiren bir calisma gerceklestirilerek on yedi veritabani sistematik olarak
arastirilmistir. Bu arastirmalarda kas-iskelet sistemi agrisi olan hastalar i¢in yapilan ari
zehri tedaviler sonucunda kas-iskelet agrisinin tedavisinde ar1 zehrinin etkinligi i¢in
anlamli kanitlar sunulmaktadir [74]. Hayvanlar ile yapilan baska bir caligmada ar
zehrinin akupunktur olarak romatit artrit kaynakli agrili bolgeye uygulanmasi
incelenmistir. Bu ¢alisma ile uzun siireli ar1 zehri tedavisinin romatit artrite bagli agr1 ve
inflamatuvar i¢in tedavi sagladig1 kanisina varilmistir [75]. Romatoid artrit ve osteoartrit
icin mevcut ar1 zehri akupunkturunun kanitlarimi Ozetlemeyi ve degerlendirmeyi
amagclayan bir ¢alismada ise literatiir taranarak 67 ¢alisma incelenmistir. Bu ¢alisma
sonucunda ar1 zehri akupunkturunun antiinflamasyon ve analjezik etkileri, ¢esitli hayvan
artritik modellerinde kanitlanmustir. Iki randomize kontrollii ¢alisma ve ii¢ kontrolsiiz
klinik calisma, ar1 zehri akupunkturunun artrit tedavisinde etkili oldugunu gdstermistir
[76]. Insanlar {izerinde diz osteoartriti olan hastalarin agrisin1 hafifletmek igin ar1 zehri
akupunkturlarin etkilerinin incelendigi bir c¢alismada akupunkturun etkinligini 4
haftalik tedaviden sonra hem agr1 kesici skorlar hem de bilgisayarl kizilotesi termografi
(IRT) kullanarak degerlendirilmistir. Terapdtik slirenin sonunda, hastalardan akupunktur
tedavisinin agrinin azaltilmasi tiizerindeki terapdtik etkinligini degerlendirmeleri
istenmistir. Ar1 zehri akupunkturu alan deneklerin agr1 rahatlatmasi bildirdikleri
gbzlemlenmistir. Ayrica, IRT skoru 6nemli 6lgiide iyilestirilmis ve agr1 kesici seviyesine
paralel oldugu ortaya ¢cikmistir [77]. Ar1 zehri tedavisinin anti-inflamatuar ve analjezik
etkilerini incelemek icin yapilan baska bir ¢alismada artritli sicanlarin birinci grubuna
akupunktur ikinci grubuna ise ar1 zehri tedavisi uygulanmig ve kontrol grubuyla
karsilastirilmistir. Denekler iizerindeki analjezik etkilerin, ar1 zehri ile tedavi edilen
grupta kontrol grubuna gore istatistiksel olarak azaldigi bulunmustur [78]. Ar zehri
enjeksiyonunun hipotansiyon, bradikardi veya sedasyon gelismeden diisiik doz klonidin
kaynakli analjezik etkileri artip arttiramayacagini incelemek iizere yapilan bir ¢aligma ar1
zehri ile yapilan 6n tedavinin akut formalinle indiiklenen agr1 modelinde ve daha kronik
noropatik agri modelinde stirekli olarak klonidin kaynakli analjezi gii¢lendirdigini
gostermistir [79]. Metastatik kolorektal kanseri tedavi etmek i¢in yaygin olarak kullanilan
oksaliplatin infiizyonu, soguk veya mekanik uyaranlara maruz kaldiginda tetiklenen veya

siddetlenen spesifik duyusal norotoksisite belirtilerini indiikler ve tedavisi heniiz
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bulunamamuistir. Oksaliplatin, kolorektal karsinom tedavisinde yaygin olarak kullanilan
ancak baskin olarak periferik sinir sistemi i¢ginde norotoksisiteye neden olan etkili bir
platin tiirevidir. Yapilan bir ¢alismada tedavi i¢in hasta farelere ar1 zehri uygulanmis ve
ar1 zehri kaynakli fosfolipaz A2'nin (PLA2) farelerde oksaliplatin kaynakli soguk ve
mekanik allodiniyi ve mekanizmasin1 zayiflatip, analjezik yollarla hafiflettigini

gostermistir [80].

Ar zehrinin kas gevsetici 0zelligi ile ilgili yapilan bir ¢alismada ar1 zehri kreminin
miyorelaksan etkisi placeboya kiyasla degerlendirilmistir. Agrili RDC / TMD Ia ve RDC
/ TMD Ib olan 79 hasta ile paralel grupta randomize ¢ift kor calisma yapilmistir.
Hastalarin ¢ene kaslarina 14 giin boyunca 3 dakikalik masaj ile ar1 zehri kremi
uygulanmigtir. Placebo grubu hastalarina ise ayni islem vazelin ile gergeklestirilmistir.
Kas gerginligi ve maksimal kas kasilmalar1 dlgiilerek kas tonusunda azalma ar1 zehri
grubunda istatiksel olarak placebo grubuna gore daha uygun bulunmustur. Bu ¢alisma ile
fizyoterapinin miyofasyal agr1 tedavisi i¢in etkili bir yontem oldugu bilinirken ar1 zehri
kreminin kas gerginligini azaltmada ve analjezik etki konusunda daha iyi bir etki

sagladig1 sonucuna varilmistir [81].

Arn zehri akupunturunda oldugu gibi direk ar1 zehrinin enjektesi veya arinin ignesinin
batirilmasi 6zellikle agr1 sikayeti bulunan kisilerde mevcut sikayetin siddetinde artisa yol
acabilmekte, zira apiterapi homeopatik tedavi prensibine dayali bir uygulamadir. Bu
sebeple uzun siirecli bir tedavi olan akupunktur i¢in aragtirmacilar, analjezi amagh ar1
zehri uygulamalarinin bagarisinda hastanin bu durumu gz 6niine almasini belirtmislerdir
[82]. Akupunkturun zorlu uygulanmasi ve uygulama sirasinda agr1 siddetinde artmaya
sebep olmasi sebebiyle bu ¢alismada ar1 zehrinin agr1 kesici 6zelliginin bir krem ile

saglanmasi diisiiniilmistiir.

2.4. ARI SUTUNUN INSAN SAGLIGINA ETKIiSi

Ar1 siitii, bir ar1 salgi iiriinii olup bal arisi larva diyetinin en dnemli pargasi olarak hizmet
eder ve kas farklilasmasinda 6nemli bir rol oynamaktadir. ilk 2-3 giin i¢in ar siitii,
olgunlagma siirecinde tiim geng larvalara verilen tek besindir, kralige i¢in ise tiim yasam
stiresi boyunca 6zel besindir. Kralice arinin diger arilara gore daha uzun 6miirlii olmasinin
nedeni Omrii boyunca ar1 siitii tiikketmesidir [83]. Serbest amino asitler, basit sekerler,

proteinler, kisa zincirli hidroksi yag asitleri, eser elementler ve vitaminler gibi gesitli
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biyolojik olarak aktif bilesiklerin varligi nedeniyle, ar1 siitliniin sadece arilar icin degil,
aynt zamanda insanlar i¢in de fonksiyonel olarak aktif bir takviye olduguna
inanilmaktadir. Bir diyet takviyesi olarak kullanilmasina ek olarak, ar1 siitiiniin kanser
Onleme, kolesteroliin azaltilmas1 ve yara iyilesmesi gibi antiyorgunluk, antihipertansif ve
antibakteriyel etkiler gibi saglig1 gelistirici bircok 6zellik ile iligkili oldugu bildirilmistir
[84]. Birgok tilkede ticari tibbi iiriinler, saglikli gidalar ve kozmetiklerde yaygin olarak
kullanilmaktadir. Ari siitiinlin antibakteriyel aktivite, antiinflamatuar aktivite, vazodilatif
ve hipotansif aktiviteler, antioksidan aktivite, antihiperkolesterolemik aktivite ve
antitimor aktivitesi gibi sayisiz fonksiyonel 6zellige sahip oldugu bilinmektedir. Ari
siitliniin biyolojik aktiviteleri esas olarak biyoaktif yag asitleri, proteinler ve fenolik
bilesiklere atfedilir. Potansiyel kullanimi1 goz oniine alindiginda, ar1 siitlinliin bilesimi

hakkinda ayrintili bilgi biiyiik 6nem tagimaktadir [85].

2.4.1. An Siitiiniin Cilt Uzerine Etkileri

An siitii, proteinler, karbonhidratlar, yaglar, serbest amino asitler, vitaminler ve
mineraller igceren bir bal aris1 tirliniidiir. Temel doymamis yag asidi olarak ari siitii,
antitimor ve antibakteriyel aktiviteye ve kollajen iiretimini uyarma kapasitesine sahip
olabilen 10 hidroksi-2-decenoik asit (10-HDA) igermektedir. Ari siiti, fonksiyonel
Ozellikleri nedeniyle diinyanin cesitli yerlerine ilgi ¢ekmektedir [86]. Yapilan bir
calismada yiliksek performansli sivi kromatografisi ile ar1 siitiinlin 10-HDA igerigi
Olclilmiis ve normal insan dermal fibroblastlarinda ari siitiintin UVB ile indiiklenen cilt
fotograflamasi tlizerindeki etkileri test edilmistir. Ari siitii ve 10-HDA'nin UVB ile
indiiklenen fotograflama tizerindeki etkileri, UVB 1sinlamasindan sonra prokollajen tip I,
transforme edici biiylime faktorii-b1 ve matris metaloproteinaz (MMP) -1 olgiilerek test
edilmistir. Ar siitlinlin yaklasik %0,211 10-HDA igerdigi bulunmustur. Ar siitii ve 10-
HDA ile tedavi edilen UVB 1smli insan derisi fibroblastlari, prokollajen tip 1 ve
transforme edici biiylime faktorii-bl iiretimini arttirmistir, ancak MMP-1 seviyesi
degismemistir. Boylece ar1 siitliniin potansiyel olarak kollajen iiretimini arttirarak cildi

UVB ile indiiklenen fotoya kars1 koruyabilecegi sonucuna varilmistir [87].

Yapilan bir calismada 6strojen eksikligi baglaminda cildin yaslanmasiyla ilgili bir hayvan
modeli olusturulmus ve ar1 siitliniin cilt iizerindeki yaslanma karsit1 etkileri
degerlendirilmistir. Cildin yaslanmasinin in vivo bir modelini olusturmak i¢in, 12 haftalik
disi sicanlarda bilateral ovariektomi yapilmustir. Ari siiti ovariektomi kaynakli cilt
yaslanmasinin koruyucu etkileri, tip I prokollajen ve MMP-1 protein ekspresyonu
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belirlenerek incelenmistir. Cilt dokusunun kollajen icerigi ve epidermal kalinli§1 boyama
teknikleri ile 6l¢iilmiistiir. Prokollajen tip I protein seviyesi, %1 ari siitli ekstrakti iceren
bir besin takviyesi ile beslenen ovariektomize sicanlarin derisinde artis gosterirken MMP-
1 seviyesinin degismedigi gozlemlenmistir. Ozellikle, geri kazanilan kollajen miktart
normal seviyeye yakin bulunmustur. Art siitiiniin, ovariektomi kaynakli dstrojen eksikligi
olan siganlarda kollajen iiretimini artirarak cilt yaglanmasina kars1 koruma saglayabildigi

sonucuna varilmistir [88].

Bir diger ¢aligmada, bal aris1 art siitii tiirevi kollajen {iretimi destekleme faktorii, C18 ters
faz kolon kromatografisi ile alkali ¢Ozlindirilmiis ar1 siitii  fraksiyonundan
saflagtirilmistir. Ar siitiinde bulunan ve piyasada bulunan gesitli yag asitlerinin kollajen
iiretimini tesvik edici aktivitelerini incelenmistir. 10-HDA ve kollajen {iretiminin doza
bagli bir sekilde arttirdig1 bulunmustur. Ayrica, 10-HDA, kollajen tiretimi i¢in dnemli bir
faktor olan doniistiirticii bilylime faktorii-b1 tiretmek icin fibroblast hiicre hatti liremesini
indiiklemigtir. Bu sonuglar, ar1 siitiiniin kollajen iiretimini destekledigini gdstermektedir

[89].

2.5. PROPOLISIN iNSAN SAGLIGINA ETKIiSi

Propolis ¢esitli bitki kaynaklarindan bal arilari tarafindan toplanan recineli maddenin
genel adidir. Propolis, arilar tarafindan peteklerindeki delikleri kapatmak, i¢ duvarlari
diizeltmek ve girisi davetsiz misafirlere karsi korumak icin toplanan, doniistiiriilen ve
kullanilan gii¢lii bir yapiskan, re¢ineli maddedir [90]. Hos bir aromatik kokuya sahip olan
propolisin kaynagina ve yasina bagl olarak rengi degisebilmektedir. Propoliste bulunan
kimyasal madde tiirleri arasinda mumlar, re¢ineler, balsamlar, aromatik ve eterik yaglar,
polen ve diger organik maddeler bulunur. Bu tiir maddelerin orani toplanma yerine ve
zamanina bagli olarak degisebilmektedir [91]. Propolisin antikanser, antioksidan,
antiinflamatuar, antibiyotik, antifungal ve antihepatotoksik gibi c¢esitli biyolojik
aktivitelere sahip oldugu bilinmektedir. Son yillarda, propolis bir saglikli bir takviye
olarak popilerlik kazanmistir ve ayn1 zamanda yiyecek ve iceceklerde yaygin olarak
kullanilmaya baslanmistir. Insan sagligi igin ¢esitli hastaliklar iyilestirdigi ve
iltihaplanma, kalp hastaligi, diyabet ve hatta kanser gibi hastaliklar1 Onledigi
distiniilmektedir [92].
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2.5.1. Propolisin Cilt Uzerine Etkileri

Propolisin cilt iizerine etkilerine bakildiginda en 6nemli 6zelliklerinden bir tanesinin
yaralar iyilestirmesi oldugu goriilmektedir. Yaralanmasi son 48 saat i¢cinde gergeklesen
ve benzer derinlik ve kalitede iki tarafli yanik yaralar1 mevcut olan hastalar {izerinde
yapilan bir ¢alismada hastalarin yarasina propolis cilt kremi uygulanmis ve kalan diger
yaralara da giimis siilfadiazin uygulanmistir. Yaralara sadece 3 giinliik araliklarla
propolis cilt kremi ve glimiis siilfadiazin uygulanmistir. Giimiis siilfadiazin ile tedavi
edilen yaralar ve propolis cilt kremi arasinda mikrobiyal kolonizasyonda anlamli bir fark
gostermemekle birlikte, propolis cilt kremi ile tedavi edilen yaralar giimiis siilfadiazin ile
tedavi edilenlerden daha az inflamasyon ve daha hizli sikatatizasyon gostermistir. Sonug
olarak propolis cilt kreminin, kismi kalinlikta yanik yaralarinin iyilesmesinde yararh

etkilere sahip oldugu anlagilmistir [93].

Propolisin kopeklerde kutandz yaranin iyilesmesi tizerindeki etkisinin klinik olarak
degerlendirildigi bir calismada genel anestezi ve tam aseptik kosullar altinda, gégsiin her
iki tarafinda, aralarinda 10 cm olmak {izere iki tam kalinlikta deri yaralarn
olusturulmustur. Bu yaralar rastgele kontrol grubu (10 yara) ve propolis grubu (10 yara)
olarak iki gruba ayrilmistir. Sonuglar 14 ve 21 giin sonra propolis grubunda yara yiizey
alaninda kontrol grubuna gore anlamli bir azalma oldugunu ortaya koymustur. Bes
haftalik calisma siiresince yaranin tekrar repitelizasyonu, kasilmasi ve toplam yara
tyilesmesi propolis grubunda kontrol grubuna gore daha hizli olarak bulunmustur. Sonug
olarak, propolisin kutandz yara iyilesmesi lizerinde olumlu bir etkisi oldugunu ve

hayvanlarda ¢esitli yara tiplerinin tedavisi i¢in 6nerilebilecegini desteklemektedir [94].

Propolisin bir bagka 6zelligi ise cilt korumasina olan katkisidir. Antioksidan ve serbest
radikal temizleme etkileri propoliste bulunan fenolik bilesikler tarafinca gerceklestirilir.
Bu fenolik bilesikler cilt yiizeyine verildiginde epidermis ve dermise niifuz ettikten sonra,
UV ve cilt altinda olusan serbest radikallerin zararli etkilerinden cildin korunmasina
katkida bulunurlar. Fenolik asitlerin deneysel olarak tasarlanmis araglardan in vitro olarak
insan derisine niifuzunu belirlemek i¢in tasarlanan bir ¢caligmada sonuglar, propolisteki
fenolik asitlerinin (vanilik, kumarik, kafeik ve ferulik asitler) cilt epidermisi ve dermisine
niifuz etme yetenegini gostermistir. Penetrasyon ve dagilim orant hem aktif maddelerin
fizikokimyasal 6zelliklerinden hem de yar1 kat1 aracin fiziksel yapisindan ve kimyasal

bilesiminden etkilenmektedir. Vanilin ve vanilik asit, bu bilesiklerin konsantre edildigi,
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kumarik ve ferulik asitlerin epidermis ve dermis arasinda homojen bir sekilde dagildigi

ve kafeik asitin yavas yavas epidermise niifuz ettigi gozlemlenmistir [95].

2.6. CILT YAPISI

Viicudun en dis kisminda bulunarak viicudu mekanik, mikrobiyal ve diger her tiirlii dis
tehlikeden koruyan yapi olan cilt ilk savunmay1 saglamaktadir. Cilt, iyi tanimlanmis
anatomik bolgelere sahip ¢ok katmanli bir yapiya sahiptir. Cildin en temel gorevleri
olusabilecek asir1 su kaybin1 6nlemek ve gegirgenligi saglamaktir. Ayni zamanda cilt dis
cevreden gelebilecek tiim tehlikelerle ilk olarak karsilasarak koruma saglar. Cildin yapis1
epidermis, dermis ve hipodermis olmak iizere ili¢ katmandan olusmaktadir. En dis
katmanda bulunan yiizeysel epidermis, viicut yiizeyinde kalinligi 0,07 mm ile 0,12 mm
arasinda degisen kesintisiz bir bariyer olusturur. Epidermisin altinda, 1 mm ila 4 mm
kalinliginda olan igerisinde damar ve sinir uglarinin oldugu dermis bulunur. Dermisin
altinda ise kas ve kemiklerle beraber olan yag dokudan olusan 1 mm ile 2 mm

kalinligindaki hipodermis bulunmaktadir [96].

2.6.1. Epidermis

100 ila 150 mm kalinhigindaki tabakali epidermis; stratum bazal, stratum spinosum,
stratum granulosum ve stratum corneum olmak {izere dort ayr1 katmandan olugsmaktadir
[97]. Stratum corneum, cildin en dis tabakasidir. Tipik olarak 10-20 um kalinligindadir
ve 10-15 kat korneositten olusur. Korneositler, epidermisin daha derin katmanlarindan
kaynaklanan terminal olarak farklilasmis keratinositlerden tiiretilmis canli olmayan
hiicrelerdir. Morfolojik olarak korneositler yaklasik 0,2 um kalinliginda ve 40-60 um
genigligindedir [98]. Cildin dogal islevlerinden biri olan viicudun endojen maddelerin
kaybina kars1 korunmasinda deriden diflizyona karsi ana bariyer stratum corneum
tarafindan saglanmaktadir [99]. Epidermis tabakasinin yaklasik %95'i keratinositlerden
olusurken geri kalan1 melanositler, Langerhans hiicreleri ve Merkel hiicrelerinden
(mekanoreseptorler) meydana gelmektedir [97]. Stratum corneum harig, epidermisin geri
kalan1 cekirdekli hiicrelerden olusur ve bu nedenle topluca canli epidermis olarak
adlandirilir. Canli epidermis tipik olarak 50-100 um kalinligindadir ve kan kilcal

damarlar1 ve duyu sinir uglar1 igermemektedir [98].

26



2.6.2. Dermis

Dermis kolektif olarak hiicre dist matris (ECM) olarak adlandirilan kollajen, elastin,
glikozaminoglikanlarin yani sira ECM'yi detaylandiran fibroblastlardan olusmaktadir.
Dermis oldukga vaskiilerdir ve ayrica pilosebaceous birimleri, ter bezleri, dermal yag
hiicreleri, mast hiicreleri ve infiltre 16kositleri icermektedir [97]. Dermis papiller ve
retikiiler tabakalardan olusur ve papiller dermis, tam dermal kalinligin yaklasik %10'unu
iceren Ust tabakayi olusturmaktadir. Yapisinda c¢ap1 0,3-3,0 mm daha kalin kollajen
liflerle paketlenmis 20-40 nm ¢apinda ince kollajen fibrilleri icermektedir. Papiller
tabakanin altinda ise 60-100 nm c¢apinda kollajen fibrilleri igeren retikiiler tabaka
bulunmaktadir. Retikiiler kollajen fibrilleri esas olarak tip I kollajenden olusur ve 10 mm
ile 40 mm arasinda fiber ¢apa sahiptir. Tip III kollajen, ¢ogunlugu papiller tabakada

bulunan dermal kollajenin sadece %15'ini olusturmaktadir [96].

2.6.3. Hipodermis

Hipodermis, cildin en i¢ tabakasidir ve hipodermis esas olarak subkutan yaglardan
olusmaktadir. Viicutta bulundugu yere gore kayma katmanlar1 veya cildi koruyan bag
dokudan meydana gelmektedir. Bununla birlikte, gbz kapag1 gibi bazi yagsiz ciltlerde
yoklugu dikkat ¢ekicidir. Bu cilt tabakasina gémiilii daha biiyiik lenfatik ve kan damarlari
bulunmaktadir. Ayrica yapisinda fibroblastlar, adipoz hiicreler ve makrofajlar

bulunmaktadir [98].

2.7. CiLT FONKSiYONLARI

Cevredeki tehlikeler ile siirekli etkilesim halinde olan cilt birden ¢ok isleve sahip
olmastyla ilk bariyer gorevini tistlenmektedir. Cildin fonksiyonlar arasinda ilk olarak UV
korumasi, antioksidan ve antimikrobiyal koruma bulunmaktadir. Antimikrobiyal peptid
ve protein Ureten cilt bu sekilde antibakteriyel bir koruma ve fiziksel bir bariyer gorevi
goriir. Ayrica cildin duyusal 6zellikleri ve viicut sicakliginin birincil diizenleyicisi olarak
da fonksiyonlar1 bulunmaktadir. Bu fonksiyonlar icerisinde su ve diger elektrolitlerin
hareketini kontrol eden epidermal gegirgenlik bariyeri cilt i¢in 6nemli bir islevdir ve bu
sayede epidermis temel bariyer gorevi iistlenmektedir. Dermis yapisindaki baglar
sayesinde cilde mekanik esneklik, destek ve besleyici fonksiyonlar saglamaktadir.
Dermis sayesinde cilt yilizeyinden gelen darbelerin alt katmanlara aktarilmasi 6nlenerek

koruma saglanir. Cilt yapisinda bulunan yag tabaka ve keratinler sayesinde asir1 su kaybi
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ve yabanct maddelerin viicuda girmesi Onlenirken ayni zamanda soguga kars1 koruma da
saglanmaktadir. Ayrica ciltteki melanositler giinesten gelen UV 1sinlara karst koruma

saglarken, D vitamini sentezi de cilt tarafindan gergeklestirilmektedir [100].

2.8. KREMLER

Insan viicudunun en biiyiik orgami olan deri, viicudun i¢ béliimiinii dis ¢evreye kars
koruyan bariyer gorevindedir. Viicudun mekanik hasar, kimyasal ve mikrobiyal
etkilerden korunmasini saglayan derinin katmanlar1 sirayla epidermis, dermis ve
hipodermis olan cilt alt1 yag dokusundan olusmaktadir [101]. Viicudun en disinda
bulunan cilt epidermisi ve eklerinin koruyucu 6zelligi mikroplar1 ve temel viicut sivilarini
disarida tutmasindan kaynaklanmaktadir. Ayrica giinesten gelen zararli ultraviyole
radyasyon, cizikler ve yaralar dahil giinliik saldirilar1 engeller. Bu saldirilarla karsi
karsiya kalan cilt, hasarli dokular1 onarmak ve eski hiicreleri degistirmek icin stirekli
kendini yenilemektedir [102]. Dis ortamla devamli temas halinde olan deri viicuttaki en
cok yipranan organlardan bir tanesidir. Bu sebeple cildin saglikli kalabilmesi i¢in gerekli
bakimin yapilmasi sarttir. Kozmetik iiriinler bu noktada hayamiza girmektedir ve cilt i¢in
krem, losyon, serum ve merhem gibi bir¢ok iirlin gelistirilmistir. 2005 yilinda yayinlanan
Kozmetik Yonetmeligi’ne gore kozmetik iirlinler insan viicudunun epiderma, tirnaklar,
killar, saclar, dudaklar ve dis genital organlar gibi degisik dis kisimlarina, dislere ve agiz
mukozasina uygulanmak {iizere hazirlanmis, tek veya temel amaci bu kisimlari
temizlemek, koku vermek, goriiniimiinii degistirmek ve/veya viicut kokularini diizeltmek
ve/veya korumak veya iyi bir durumda tutmak olan biitiin preparatlar veya maddeleri
kapsamaktadir [103]. Kozmetikler, uygulama yerlerine ve temel etki alanlara gore ikiye
ayrilmaktadir. Uygulanma yerlerine gore ayirmada deriye uygulanan, tozlar ve pigmentli,
saca, dislere ve agiz bosluguna uygulanan ve diger kozmetik preperat tiirleri bulunur.
Temel etki alanlarina gore ise tabaka olusturan, keratinli, sebatrop, indirekt dermatrop ve
direkt dermatrop maddeler olarak siniflandirilir. Deriye uygulanan kozmetiklere bakildig:
zaman derinin farkli kisimlarina etki eden ¢esitli 6zelliklere sahip tiriinler bulunmaktadir.
Bunlar lipit tabakay1 etkileyen antiseboreik iiriinler, cilt altin1 hedefleyen zayiflatic1 ve
inceltici trilinler, renklendiriciler, temizleyiciler ve nemlendiriciler olarak gorevlerine

gore ayrilabilir [104].
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2.8.1. Kremlerin Ozellikleri

Tedavi amach kullanilan ve deriye uygulanan irlinlerde etkin maddeleri iginde
bulunduran kisimlara tastyici sistem denilmektedir. Kozmetik formiilasyonlarda bir¢ok
tastyici sistem kullanilabilecegi gibi bunlardan klasik olanlar1 emiilsiyonlar ve kremlerdir.
Emiilsiyonlar birbirinin i¢inde karigsmayan iki sividan birincisinin ikincisinde homojen
olarak dagilmasi olarak tanimlanirken kremler ise yar1 kati emiilsiyonlar olarak
tanimlanabilir [105]. Kremler su ve yag karisitmindan olusur ve yapisinda ¢ogunlukla su
bulunduran opak ve viskoz karigimlardir. Bunun sayesinde epidermis tarafindan ¢ogu
tirtine gore daha hizli emilerek icerdikleri maddenin etkilerini gosterirler. Ayn1 zamanda
yuksek su igerigi ile kullanimdan sonra ciltte yaglh bir tabaka birakmazlar [106].
Kremlerin yapisina bakildigi zaman su ve yag disinda bunlarin homojenizasyonunu
saglamak i¢in emiilgatorler, kivamlagtiricilar, nemlendiriciler, koruyucular ve cesitli

esanslar bulunmaktadir [107].

e Yag Faz
Yag fazi1 kremin igerigindeki bilesenlerin cilde daha iyi ve kolay emilmesini
saglamaktadir. Cildin yiizeyinde yagl bir tabaka olusturarak cildin nem diizeyini arttirir.
Yag faz1 kat1 ve siv1 halde olabilmektedir. Kaynak olarak hayvansal, bitkisel ve mineral
yaglar1 bulunabilmektedir. Dogal bir yag fazini olusturmak i¢in kremlerde dogal bitkisel

yaglar ve bunlarin esterlerinden yararlanilabilir [107].

e Emiilgatorler
Yag ve su gibi yogunlugu birbirinden farklt maddelerin homojen bir sekilde karigsmasini
saglamada emiilgatdrler kullanilir. Tki fazin karismasini saglayan emiilgatdrler alglerden
elde edilebilecegi gibi nisasta ve tiirevleri de bu amagla kullanilabilir. Ayrica pektin,

lesitin ve polisorbat da dogal olarak kullanilabilecek emiilgatorlerdendir [108].

e Nemlendiriciler
Deri birgok katmandan olusan bir yapidir ve dis ortamla temas halinde olan son katmani
olan Stratum Corneumun, gorevi deriyi dis etkilere korumak, su kayiplarimi dnleyerek
gerekli nem seviyesini korumak ve derinin saglikli yapisini siirdiirmesini saglamaktir.
Saglikl1 bir derinin bu tabakasinda yaklasik %10 civarinda su bulunur ve yumusakligin
saglanabilmesi i¢in bu seviye korunmalidir. Derinin igermesi gereken su oranini
koruyabilmek i¢in nemlendiriciler kullanilmaktadir. Dogal nemlendiriciler i¢in gliserin,

sorbitol, propilen glikol, polietilen glikol ve etilen kullanilabilir [109].
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e Koruyucular
Cesitli mikroorganizmalarin kontaminasyonu kremin dogal yapisinin bozulmasini
saglayabilir. Ayrica kullanicilarin sagligi i¢in de tehlikeli olan bu mikroorganizmalarin
kremde yasamalarini1 6nlemek gerekmektedir. Ayrica serbest radikal olusumunu 6nlemek
veya tutmak da gerekmektedir. Bunu saglamak amaciyla kreme cesitli koruyucular
konulur [110]. Etkin bir koruyucu ile kremin giivenilirligi ve stabilitesinin arttirilmasi
saglanir. Saglik Bakanligi’nin izin verdigi ve en ¢cok kullanilan koruyucular metilparaben,
propilparaben, imidazolidinil iire ve formaldehit ¢ozeltisidir. Genellikle parabenler, tire

ve dezenfektan maddeler koruyucu olarak kullanilmaktadir [108].

e Esanslar
Krem bilesenleri bir araya getirildiklerinde hos bir koku olusturmazlar. Bunun 6niine
geemek ve kullanildiktan sonra viicutta giizel bir koku birakmasi i¢in krem yapisina
cesitli esanslar katilmaktadir. Genellikle bitkilerin ¢esitli kisimlarmin yaglarinin
cikartilmasiyla elde edilen esanslar tercihe gore kremin yapisina koyulabilir. Genellikle
viicutta hos bir koku birakmasi i¢in kirmizi meyveler, sar1 meyveler, parfiimsii ve ¢igeksi

kokular tercih edilebilir [111].

o Kivamlastiricilar
Hazirlanan krem formunun istenilen ve siiriilebilir bir kivam almasimi saglamak igin
kivamlagtiricilar  kullanilir. Kivamlagtiricilar bir nevi yardimer emiilgatér gorevini
gormektedirler. Bilesenlerin istenilen kivamda birbirleri igerisinde tutunmalarina
yardimci olurlar. Kremin olmasi istenilen viskoziteye ve formiilasyon c¢esidine gore
kivamlastiricr tiirli ve miktart se¢ilmelidir [110]. Karbomerler, karagenan, ksantan gum,

balmumu kremlerde sik¢a tercih edilmektedir [107].

Yag faz1 i¢in palm, Hindistan cevizi ve badem gibi bitkilerin yagi; emiilgatorler igin
lesitin ve polisorbat ¢esitleri kullanilabilir. Nemlendirici 6zellik icin gliserin ve kremin
yapisinin stabilitesi i¢in parabenler kullanilirken bu bilesikler yerine balmumu gibi dogal
maddeler kullanmak daha sagliklidir. Farkli kullanim amaglar i¢in gelistirilen kremlerin
cesitleri genel olarak igerdikleri yag oranina gore ayrilmaktadir. Yag igeriklerine gore
yagh ve yagsiz kremler olarak iki g¢esitten olusurlar. Yagsiz krem cesitlerinde gliserin
yerine stearin igeren sitearat kremleri, glindiiz kremleri ve mat kremler bulunur. Yagh
kremlerde ise gece kremleri ve igerigindeki yag miktar1 az olmasina ragmen temizleme
kremleri vardir [110]. Suda yag kremleri hazirlanirken ilk olarak bilesenlerin bir kismi

wsitilarak yag bilesenlerinin ¢oziinmesi saglanir. Cozilinen ve dagilan yag fazi, su fazi igine
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karistirtlarak, homojenizasyonun saglanmasina dikkat edilerek bosaltilir, sonra bu iki fazi

katilagtirmak icin kontrollii bir sogutma iglemi yapilir [112].

2.9. KREM URETIiM YONTEMLERI

Krem iiretiminde ilk olarak malzemelere ve iiriin mikro yapisina karar verildikten sonra
{iretim siireci tasarlanmaktadir. Bu adim {i¢ kilit konuyu icermektedir. Ilk olarak, istenen
mikro yapiya sahip bir {iriinii iiretebilen bir islem akis semas1 olusturulur. Ikinci olarak,
uygun ekipman birimleri se¢ilir ve son olarak ekipmanlarin ¢alisma kosullar1 belirlenir.
Krem iiretim siirecleri i¢in akis semast genellikle birka¢ birim islemden olusmaktadir.
Toplu islemler i¢in akis sayfasinin bir dizi ardisik eylem olarak yorumlanmasi
gerekmektedir. Uyumsuz bilesenler s6z konusu oldugunda, 6n karistirma birimlerinde
yag ve su fazlarmi olusturmak i¢in ayr1 ayr1 karistirma islemi uygulanmaktadir.
Coziinmeyen kat1 bilesenler, siviya dagitilmadan once boyut kiiciiltme veya ylizey
modifikasyonu gibi 6n islemlere ihtiya¢ duyabilmektedir. Ayr1 fazlar daha sonra
karistirma tinitesinde karistirilir; burada, bir faz diger fazda damlaciklar halinde dagitilir
ve nispeten biiyiik damlacik boyutlarina sahip bir 6n emiilsiyon olusturulur. Daha sonra,
damlacik boyutunun azaltilmasi i¢in bir sonraki adim homojenlestirme islemi olmaktadir.
Bu asamaya kadar olan islem, viskoziteyi en aza indirmek ve dolayisiyla karistirmay1
kolaylastirmak i¢in 70-80°C'lik yiiksek bir sicaklikta gergeklestirilmektedir. Karigim,
homojenizasyon isleminden 6nce veya sonra tekrar oda sicakligina kadar sogutulur. Isiya
duyarli bilesenler, sicaklik yaklasik 40-50°C'ye diisiiriildiikten sonra eklenmektedir
[113].

Yukarida anlatilan prosesin diger bir alternatifi ise diisiik enerjili emiilsifikasyon
tekniginin kullanilmasidir. Soguk islemin avantajlar1 oldukca acik olsa da mumsu
hammaddelerin kozmetik emiilsiyonlarda popiiler kullanimi, pratik islemede ciddi bir
sorun olusturmaktadir. Homojenizatorlerin kullaniminda bile, stearik asit ve mumsu
maddelerin ¢ogu soguk suda uygun sekilde emiilsifiye olamamaktadir. Bu nedenle,
tamamen soguk bir emiilsifikasyon sadece sivilardan veya sivida ¢oziiniir bilesenlerden
olusan sinirli emiilsiyonlarla miimkiindiir. Bununla birlikte, cogu kozmetik emiilsiyonda,
toplam mumsu malzeme miktar1 genellikle %20'in altinda ve bazen sadece %3 veya
%4'tir; bu nedenle, bilesenlerin  %100'iniin tamaminin 1sitilmas1  gerekliligi
olabilmektedir. Diisiik enerjili emiilsifikasyonun temeli, soguk emiilsifikasyonun

avantajini, bilesenlerin bir kismina segici olarak 1s1 uygulayarak sicak emiilsifikasyonun
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pratik gerekliligi ile birlestirmektir. Diisiik enerjili emiilsifikasyon teknigini uygulamanin
bir¢ok farkli yolu vardir. Bu yontemlerden birisinde iki su 1siticisi ve bir otomatik 6l¢iim
valfi kullanilmaktadir. Yag fazinin tamami su 1siticilarindan birinde 1sitilmakta ve suda
¢ozilinlir bilesenlerin ilk kismu1 diger su 1siticisinda 1sitilmaktadir. Bir faz inversiyonunun
arzu edilebilirligine baglh olarak, yag fazi, sulu faza eklenebilir veya tam tersi sekilde
emiilsiyon konsantresini olusturmak i¢in eklenmektedir. Konsantre sogutulurken,
sogugun geri kalaninda deiyonize su emiilsifikasyonu tamamlamak ic¢in Ol¢tilmektedir

[114].

2.10. ARI ZEHRININ KOZMETIiKTE KULLANIMI

Kozmetik Yonetmeligi geregince piyasaya arz edilen bir kozmetik iiriin, normal ve tiretici
tarafindan ongoriilebilen sartlar altinda uygulandiginda, insan saglig1 agisindan giivenli
olmalhdir [96]. Giivenligi saglamak adina {irlinlerin analizinde fiziksel, kimyasal,
mikrobiyolojik ve biyolojik testler yapilmasi gerekir. Kozmetik Uriinlerin Mikrobiyolojik
Kontroliine iliskin Klavuz’a gore kozmetik iiriinlerde kesinlikle bulunmamas: gereken
mikroorganizmalar Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa ve Candida
albicans ve Escherichia coli’dir ve bunlarin analizleri TS EN ISO’deki analitik
yontemlere gore yapilmalidir [115]. Gerekli olan diger analizler ise Saglik Bakanlig1
tarafindan mentol, koruyucular, ila¢ etken maddesi, mikrobiyal kontaminasyon limit
testleri olarak belirlenmistir [116]. Bunlara ek olarak ar1 {iriinleri i¢in alerjen testlerinin

de yapilmasi gereklidir.

Viicudun hemen hemen her yerini kaplayan deri de diger tiim organlar gibi birtakim
hasarlara maruz kalir veya yaslanma siirecine girer. Hem i¢ hem de dis faktorler, kollajen
degisimi gibi yollarla cilt yaslanmasi, iltthaplanma, kirigiklik gibi cildin yapisinda
istenmeyen degisikliklerin olusumuna katkida bulunur. Giliniimiizde insanlar bu sorunlar1
gidermek icin yapay ve kimyasal maddeleri kullanmak yerine dogal icerikleri {irlinlere
yonelmistir [117]. Kozmetik sektorii de bunu g6z Oniine alarak dogal bilesenleri
kullanmaya baslamistir. Ozellikle 1990’lardan sonra yaslanma karsit, bilimsel verilerce
desteklenen dermokozmetik, dogaya zarar vermeyen dogal maddeler iceren {iriinler tercih
edilmeye baslandig i¢in bu yondeki ¢alismalara 6nem verilmistir [118]. Dogal tedavi
yontemlerinden birisi olan ar1 zehri {izerine yapilan ¢aligmalarin son yillarda artmasiyla
beraber tip ve kozmetik alanlarinda kullanimi da artmistir. Kozmetik iizerine yapilan

caligsmalar daha yeni olsa da biiyiik bir hizla gelismeye devam etmektedir.
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Ulkemizde ise bu tiir kullanimlar icin 2014 yilinda Saghk Bakanhig: tarafindan
“Geleneksel ve Tamamlayict Tip Uygulamalar1 Yonetmeligi” ¢ikartilmistir. Yonetmelik
geregince ar1 zehri tedavi amagli olarak deri i¢ine intradermal ve subkutan enjeksiyon ile
verilebilmektedir. Yonetmelikte belirtilenlere gore iiriinlerin kullanilmadan once
kimyasal analizlerinin gerceklestirilmesi ve Tirk Gida Kodeksi’'ne uygun olma
zorunlulugu vardir [119]. Arn zehrinin cilt iizerinde cesitli sekillerde kullanilma
yontemleri vardir. Ilk olarak zehir canli ar1 tarafindan ignenin deriye batirilmasi
saglanarak viicuda alinabilir. Fakat bu zor ve acili bir yontemdir. Daha 6nce anlatilan
yontem ile arilardan zehir ekstrakte edilerek gerekli analizler sonunda enjeksiyonlar ve
kremler hazirlanarak deriye uygulanabilir. Hastalikl1 bolgeye uygulama yapilmadan 6nce

tedavi yapilacak kisinin ar1 zehrine karsi bir alerjisi olup olmadigi test edilmelidir [46].

Avrupa Komisyonu (European Commision) Sekil 2.3’te goriildigii gibi ar1 zehrini
kozmetik sektorii bileseni olarak sikilastirici ve cilt koruyucu bir bilesen olarak

tanimlamistir [120].
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Sekil 2.3. Avrupa Komisyonu ar1 zehrinin kozmetikteki etkileri.

Saglik acisindan biiyilk 6neme sahip ar1 zehrinin cilt lizerindeki etkileri, kozmetikte
miikemmel bir hammadde olusturacagim kanitlar niteliktedir. Ozellikle anti inflamatuar
ozelligi ile ciltte olusan hasarlarin etkisinin azaltilmasi ve agr1 kesici 6zelligi dogal
icerikli kozmetik triinlerinin tiretilmesini saglar. Fakat 2013 yilinda ¢ikartilan “Saglik
Beyani ile Satisa Sunulan Uriinlerin Saglik Beyanlar1 Hakkinda Yonetmelik™e gore
kozmetik tirtinlerin herhangi bir hastalig1 tedavi etmek veya 6nlemek, tedavisine yardimci
olmak, teshis etmek veya bir fizyolojik fonksiyonu diizeltmek, diizenlemek veya
degistirmeye iliskin ibareler veya imalar kullanilamaz karar1 belirtilmistir [121]. Buna
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ragmen lilkemizde kozmetik alanda yeni 6nem kazanmaya baslayan ar1 zehri diinyada
ozellikle uzak dogu iilkelerinde krem, serum ve maske gibi birgok farkli ¢esitle
kullanilmaktadir. Bat1 Avrupa ve Kuzey Amerika iilkelerinde ise ar1 zehri alerjisi bulunan
kisiler i¢in yasal bir tedavi aract olarak kullanilir ve cilt bakim {iriinii olarak da imal
edilmektedir [122]. Piyasaya bakildiginda zehrin Avrupa’da 9 iilkede maskeler, kremler,
serumlar, dudak balmlari, agr1 kesici 1s1 bantlar1 ve kapsiil gibi formlarda 22 farkl: iiriinde

kullanildig1 goriilmektedir [123].

Kozmetik sektoriinde bal aris1 zehri igeren bir kremin c¢alisma mekanizmasina
bakildiginda cildin toksin melittin ile hafifce sokuldugu gibi tepki vermesi ig¢in
kullanildig1 goriilmektedir. Bu da viicudun kani zehrin uygulandigi bolgeye dogru
yonlendirmesine neden olur ve dogal olarak kollajen ve elastin {iretimini uyarir. Kollajen
viicut dokusunu gii¢lendiren bir etkiye sahipken elastin ise cildin gergin kalmasina ve
tekrar sekillenmesine yardimei olan proteindir. Zehrin krem formunun kaslar1 gevsetme
ozelligi de bulunmaktadir [6]. Ar1 zehrinin dudak balmlarinda kullanimi ise daha giivenli

bir yoldan nemlendirme ve koruma saglamaktadir [124].

Bu ¢alismaya benzer bir tane de yaslanma {izerine yapilmistir. Hiicreler zamanla yikima
ugrayarak yashlik semptomlarmin olusmasini saglarlar. Yaslanan derinin eski
fonksiyonlarina ulasabilmesi ic¢in hiicrelerin yenilenmesi gerekmektedir [125].
Kinsikliklar {izerine yapilan arastirmada ar1 zehri serumunun hastalarda toplam kirisiklik
alani, toplam kirigiklik sayis1 ve ortalama kirigiklik derinligi agisindan olumlu sonuglar
saglamistir. Ar1 zehrinin cilt kirigikliklarinin iyilestirilmesinde 6nemli bir rol oynadigini
ve kozmetik endiistrisinde kirisiklik karsit1 bir ajan olarak kullanildigini gostermektedir.
Arn zehri iceren kozmetiklerle uzun siireli tedavi tahris potansiyeli ihmal edilebilir
oldugundan giivenli kabul edilir. Literatiirde belirtigi iizere ar1 zehrinin yaglanmayla ilgili

insan yiiz kirigikliklarina karsi olumlu etkisi bilimsel olarak kanitlanmigtir [65].

Yaglanma disinda akne ve sivilce de bir¢ok insan i¢in ciddi bir cilt sorunudur. Gegirilmesi
icin kullanilan ¢esitli kimyasallar cogunlukla daha kotii bir yan etkiye sahiptir. Ayrica
piyasadaki iirlinler yalnmizca aknelerin gecirilmesi i¢in kullanilirken ar1 zehri igeren
formiilasyonlar gegirilmesinin yaninda olusumunun &nlenmesini de saglar. Ozellikle bu
durum i¢in alinan bir patentte ar1 zehrinin hasarli cilt hiicrelerini hizli ve verimli bir
sekilde yenilemesi saglanmistir. Bu bulus kozmetik iiriinler, gilizellik sabunlar1 ve
merhemler, bantlar veya pansumanlar gibi ar1 zehri iceren ve aknenin Onlenmesi ile
tedavisi igin iiriinler hazirlanmasimi saglayabilir. Ozellikle ar1 zehri iceren losyon,
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besleyici losyon, besleyici krem, masaj kremi ve esanslar da kullanilabilecegini

gostermistir [123].

Yukarida bahsedilmis olan artrit hastaligi eklemlerde meydana gelen iltithapli bir
hastaliktir ve ciddi eklem agrilarina sebep olmaktadir. Tamamen iyilestirmesi igin
bulunan bir tedavi yontemi yoktur fakat hastaligin etkilerinin azaltilmasini saglamak da
hastalarin yasam kalitesinin artmasini1 saglayacaktir. Bu hastalik ve diger romatizmal
agrili hastaliklar icin ar1 zehri igerikli ve eklemlere uygulanabilecek formiilasyonlar
agrilarin azaltilmasini saglar. Ar1 zehrinin terapotik uygulamasi geleneksel tipta artrit,
romatizma ve agrilart gidermek i¢in kullanilmigtir [126]. Literatiirde ar1 zehrinin artrit
kaynakl1 agr1 ve iltihabin uzun siireli tedavisi i¢in kullanilmas1 6nerilmektedir [127]. Bu
bilgilere gore ar1 zehri igerikli iirlinlerin kullanimi ile hastalarda inflamasyonun sebep

oldugu agrilar azaltilabilir.

Bugiine kadar yapilmis arastirmalarin sonucunda kozmetikte ar1 zehrinin kullanimi ile
ciltteki yara izleri ve lekelerin giderilmesi saglanabilir. Iltihap giderici etkisi ile alerji
sonucu olusan kasintiy1 azaltarak ac1 hissi azaltilabilir. Ayrica anti inflamatuar 6zelligi ile
olusmus akne ve sivilcelerin gegmesini saglarken olusumlar1 da 6nlenir. Gilinesten gelen
ultraviyole 1sinlara kars1 bir bariyer olusturarak cilt glinesin olumsuz etkilerinden uzak
tutulur. Ayni sekilde cilt kanseri olusumuna kars1 6nemli bir koruma saglar. Yaglanmanin
ciltteki etkilerini gidererek geng bir goriiniim olusturur. Renk pigmentlerine katki yaparak
deride renk pigmenti olusumunu uyarir. Icerigindeki bilesenlerle uygulandig1 blgedeki
kan dolasimini hizlandirir ve cildin daha iyi beslenmesini saglayarak daha geng ve canli
bir cilt gdriiniimii olusturur. Romatizmal ve agrili bolgelere uygulanmasi ile agri hissi
azaltilabilir. Cilt lizerine tiim bu etkileri ile ar1 zehri kozmetikte kullanilabilecek en
onemli dogal maddelerin basinda gelmektedir. Bu durumdan yola ¢ikilarak bu ¢aligsmada
ar1 zehri iceren prototip krem formiilasyonlar1 hazirlanmistir. Gerekli analizlerin

yapilmasiyla cilt tizerindeki etkileri aragtirilmigtir.

2.11. LITERATURE KATKISI

Son yillarda, tiiketicilerin dogal ve fonksiyonel kozmetiklere artan yonelimi ile birlikte,
kimyasal katki kullanmadan saglikli ayn1 zamanda etkili iiriinlere olan gereksinim giderek
artmistir. Kozmetik sektdriinde ulusal ve uluslararasi pazardan pay alabilmenin yolu, yeni

iirlinlerle farklilasarak, pazarin ihtiyaglarini karsilayabilmekten gegcmektedir. Bu ¢alisma

35



ile tliketicilerin ve sektdriin bu 6nemli ihtiyacinin karsilanmasi i¢in dogal ve fonksiyonel
stiriilebilir 6zellikte homojen krem gelistirilmesi hedeflenmistir. Boylece iilkemizin
rekabet giiciinii artirarak, hem yeni pazarlara girmek hem de ihracati artirmak miimkiin

olacaktir.

Ulkemizde ve diinyada tiiketicilerin dogal iiriinlere olan talebi, dogal ve fonksiyonel yeni
tiriinlerin gelistirilmesi ihtiyacini ortaya ¢ikarmistir. Hali hazirda lilkemizde ve diinyada,
iilkemize has ¢esitli ar1 Uriinleri (bal, polen, propolis, ar1 siitii), ile iiretilmis, kimyasal
katki icermeyen, dogal, fonksiyonel, homojen yapida ve siiriilebilir 6zellikte kremler
bulunmamaktadir. Bu calisma ile herhangi bir katki maddesi kullanmadan, tiiketicilerin
ithtiyacina cevap verebilecek, kadinlar basta olmak tizere farkl tiiketici guruplarina hitap
edecek, dogal, katkisiz kremler gelistirilecektir. Bu {irtinler ile tiiketici sagligmma da

onemli katki saglanmis olacaktir.

Bu calisgmada dogrudan aricilarla iiretim sozlesmesinin yapildigi bir is modeli temel
almarak, propolis, art siitii, polen ve bal gibi aricilik {iriinleri ve ar1 zehri liretilecektir. Ari
iirtinlerinin dogal olarak mevcut biyolojik aktivitelerinin korunabilmesi i¢in uygun isleme
yontemleri arastirilarak tirtinler kozmetikte kullanilacak forma getirilecektir. Sozlesmeli
aricilik modeli (Ek 1) ile gida giivenliginin temel prensiplerinden biri olan, ileriye ve
geriye doniik izlenebilirligin saglanmasi hedeflemektedir. Boylece “KOVANDAN
SOFRAY A” prensibi ile biyolojik aktivitesi korunmus, dogal ve giivenli ar1 Uiriinleri elde
edilebilecektir. Bu ¢alismada tasarlanan yeni siiriilebilir ve fonksiyonel ar1 zehri i¢eren
krem diinya standartlarina uygun kalitede iiretilecek hem iilkemiz hem de diinya i¢in
yenilik olacaktir. Yeni tasarlanan {riinlerin formiilasyon ve {iretim yontemlerinin
belirlenmesi konusunda bilime ve sektore yapacagi katkilar sayesinde insan sagligina
faydal kremler gelistirilecektir. Ayrica saglikli ve kaliteli yasamaya destek olacak bu
tirtinlerin, sektdrde yeni bir pazar yaratmasi da beklenmektedir. Calismanin istihdama
katki saglayacagi ve yeni projelerin ve iiniversite sanayi is birliklerinin 6niinii acacagi da

ongoriilmektedir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. MATERYALLER

3.1.1. Kullanilan Cihazlar

Analizler i¢in kullanilan kimyasal, standart, sarf malzeme ve ekipmanlar ile ilgili

bilgiler agagida sunulmustur:

HPLC-UV (Hitachi-VWR); standartlar, kolon ve gerekli kimyasallarla
birlikte ar1 zehrinde apamin, fosfolipaz A2, melittin konsantrasyonlarinin
belirlenmesinde kullanildi.

HPLC-RI; standartlar, kolon ve gerekli kimyasallarla birlikte ar1 zehrinde
seker profili tayini (fruktoz, glikoz, sakaroz) belirlenmesinde kullanildi.
Refraktif Indeks (RI) dedektor (Hitachi-VWR 5450) seker analizlerinde
kullanildi.

Nem analizi i¢in infrared 1siticili nem tayin cihazi (Precisa XMS50) kullanildi.
Mikrobiyoloji analizleri i¢in 3M petrifilmlerden yararlanilip ar1 zehri ve son
iriin analizlerinde kullanildi. Ayrica mikrobiyolojik analizlerin uygun ortam
kosullarinda gerceklestirilmesi steril kabin, analizlerin uygun sicaklikta
yapilabilmesi i¢in inkiibator (Binder 13-19561) ve analiz atiklarinin bertarafi
i¢in i¢in otoklav (Varioklav 25T) kullanildi.

pH metre (VWR pH 1000L) krem formiillerinde pH analizinde kullanildi.
Viskozimetre son liriinlerde viskozite tayininde kullanildi.

Filtrasyon ar1 zehirlerinin saflastirilmasinda kullanildi.

Iklimlendirme kabinleri (Niive TK120) stabilite testi igin kullanilds.

UV-VIS spektrofotometre antioksidan etki testinde kullanildi.

3.1.2. Kullanilan Kimyasallar

e Trifloroasetik Asit (TFA) e Apamin
e Asetonitril e Fosfolipaz A2
o Asetik Asit e Melittin (Sigma)
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e Fruktoz standardi e Maltotrioz standardi

¢ Glikoz standardi e izomaltoz standard:

e Sakkaroz standard1 e Erloz standardi

e Turanoz standardi e Carrezl

e Maltoz standardi e Carrez Il

e Trehaloz standardi e 1N NaOH

e Melezitoz standardi e (CHROMagar Candida

o 2 72-difenil-1- e Dimetil Siilfoksit
pikrilhidrazil (DPPH) (DMSO)

e 3-[4,5-dimetiltiyazol-2- e FEtanol

il]-2,5-difeniltetrazolium

bromiir (MTT)

3.1.3. Krem Uretiminde Kullanilan Hammaddeler

Krem tiretiminde kullanilacak hammaddelerin belirlenmesi i¢in piyasada bulunan gesitli
kremler incelendi. Bu inceleme sonucunda kremlerin igerisinde bulunan bilesenlerin neler
oldugu bulundu. Kremlerin yapisina bakildigi zaman su ve yag disinda bunlarin
homojenizasyonunu saglamak ic¢in emiilgatorler, kivamlastiricilar, nemlendiriciler,
koruyucular ve ¢esitli esanslar bulunmaktadir. Piyasadaki kremlerde bulunan kimyasal
icerikler yerine kullanilabilecek dogal bilesenler arastirildi. Olusturulacak krem
formiilasyonlarinda yag fazi icin zeytinyagi, jojoba yagi, shea yagi esterleri gibi dogal
yaglar denendi. Uriinlerde antioksidan, antifungal, antibakteriyel etkinligi cok yiiksek bir
ar Urlinii olan saf propolis ekstrakti dogal koruyucu olarak kullanilmistir. Kremlerde
dogal bir koku verici olan dogal yasemin yag tercih edildi. Krem formiilasyonlarinda
emiilgator icin bentonit, stearil alkol ve akoline GC denendi. Ayrica viskozite kontrolii
icin keg¢iboynuzu zamki, NaCl ve bal mumu, nemlendirici olarak da gliserin kullanildi.
Bu arastirmalar sonucunda kremlerde kullanilacak dogal bilesenler asagida belirtildigi

sekilde belirlendi ve Sekil 3.1°de gosterilmistir.

e Deiyonize su e Lipex Shealight
e (Qliserin e Jojoba Yagi

e Bal e E Vitamini

e Keciboynuzu zamki e Yasemin Yag1

38



e NaCl e Akoline GC
e Bal Mumu e Stearil Alkol
e Zeytin Yagl e Bentonit

—

Sekil 3.1. Krem i¢in temin edilen dogal iiriinlerin bir kismi.

3.1.3.1. Ar1 Zehri

Krem formiilasyonlarinda etken madde olarak kullanilmak iizere aricilardan Sekil 3.2°de
goriildiigii gibi 6 farkli ar1 zehri 6rnegi temin edildi ve 1°den 6’ya kadar sekildeki gibi
kodlandi. Ari zehirleri toplandiklari bolge ve zamana gore birbirlerinden farklilik
gosterebilmektedir. Bu farkliliklara gére uygun olan zehrin segilmesi ig¢in fiziksel,
kimyasal ve mikrobiyolojik analizler gerceklestirildi. Uygun olan ar1 zehirleri krem

yapiminda temel etken madde olarak kullanilmistir.

Sekil 3.2. Aricilardan temin edilen ar1 zehri 6rnekleri.
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3.1.3.2. Ar1 Siitii

Ar siitii aricilardan temin edilerek Bolim 2.4.1°de anlatilmis olan cilt iizerine
yararlarindan faydalanmak tiizere krem formiilasyonlarinda kullanildi. Ari siitii ar
zehrinin alindig1 aricilardan temin edildi. Sekil 3.3’de goriildiigii lizere ar1 siitli kremlerde

ar1 zehrine ek olarak yardimci etken madde olarak kullanildi.

Sekil 3.3. Aricilardan temin edilen ar1 siitii ornegi.

3.1.3.3. Propolis

Propolisin  Bolim 2.5.1°de  anlatilan etkilerinden faydalanmak i¢in krem
formiilasyonlarina eklendi. Sekil 3.4’de goriilen propolisler aricilardan temin edilerek

kremlerde koruyucu olarak kullanildi.

Sekil 3.4. Aricilardan temin edilen propolis 6rnegi.
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3.1.3.4. Gliserin

Cilt bakim iiriinlerinde gliserinin 6nemi iyi bilinmekle birlikte kozmetikte ve farmasotik
formiilasyonlarda kullanimi yaygindir. Faydalarini agiklamayir amaglayan caligsmalar
gliserinin nemlendirici ve koruyucu 6zelliklerine odaklanmistir. Gliserin ciltteki stratum
corneum tabakasina difiize olmakta, cilt nemini arttirmakta ve klinik kuruluk belirtilerini
hafifletmektedir [128]. Krem formiilasyonunda yumusatici olarak gliserin kullanilmasina

karar verildi.
3.1.3.5. Bal

Geleneksel tipta bal, cilt iyilestirici 6zellikleri nedeniyle diinya ¢apinda taninmaktadir.
Eski Yunanlilar ve Misirlilar cilt yaralarin1 ve yaniklari tedavi etmek icin balin topikal
uygulamasini kullanmiglardir. Fas’ta geleneksel tibbi balin yara, egzama ve iltihap
tedavisinde etkili oldugunu belgelenmistir [129]. Yapilan ¢alismalar ballarin
dermatolojik olarak ©nemli mikroorganizmalarin biiylimesini inhibe edebilecegini
gostermistir. Son zamanlarda yapilan bazi in vitro ve in vivo caligsmalar, balin cilt
bagisiklik sistemi ile ilgili immiinolojik parametreleri modiile edebildigini gostermektedir
[130]. Balin cilt tizerindeki bahsedilen olumlu etkileri goéz 6niinde bulunduruldugunda

krem formiiliinde yardimci etken madde olarak kullanilmasina karar verildi.
3.1.3.6. Ke¢iboynuzu Zamki

Kegiboynuzu zamki, ke¢iboynuzu agacindan (Ceratonia siliqua L) ekstrakte edilen dogal
bir polisakkarittir. Bu polisakaritin ana 6zelligi, genis bir sicaklik ve pH araliginda sudaki
cozeltilerinin yliksek viskozitesidir [131]. Krem formiilasyonunda viskozite ayarlamasi

i¢in keciboynuzu zamki kullanilmasina karar verildi.
3.1.3.7. Lipex Shealight

Kozmetikte sikca kullanilan lipex shealight, shea yagi oleil esterleridir. Diislik viskozite,
ara serpme ve iyl ¢Ozilindiirme Ozellikleri ile hafif bir yapiya sahiptir ve ciltte
kullanildiginda yiiksek nemlendirme saglamaktadir [132]. Diisiik erime noktasi ve soguk
islemlere uygunlugu ile bir¢ok kozmetik iriinde kullanilmaktadir. Yumusatict etki

yaratmasi ve cilt bakimi saglamasi amaci ile formiilasyonlarda lipex shealight kullanildi.
3.1.3.8. Jojoba Yag:

Jojoba yagi, bir ¢ol bitkisi olan jojoba ¢alilarinin yag agisindan zengin tohumlarindan elde

edilen mumsu bir esterdir. Amerikalilar ve Meksikalilar bu yag1 egzama, sa¢ bakimi ve
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her tiirli cilt tipi i¢in kullanmuslardir. Jojoba yagi ve tiirevleri Amerika Birlesik
Devletleri, Meksika, Israil, Japonya ve Avrupa'da kozmetik iiretiminde yaygim olarak
kullanilmaktadir [133]. Jojoba yagimin krem formiilasyonunda yumusatici olarak

kullanilmasina karar verildi.
3.1.3.9. E Vitamini

E vitamini, antioksidan 6zellikleri nedeniyle cilt bakim endiistrisinde artan ilgi goren
temel bir besindir [134]. Yapilan bir¢ok deneysel ¢alisma, E vitamininin ciltteki serbest
radikal sondiiriicii fotoprotektif ajan olarak belirleyici bir islev sergiledigini ve bu nedenle
UV kaynakl1 hastaliklardan korunmada potansiyel bir madde olarak kullanilabilecegini
gostermektedir [135]. Kozmesotikleri igeren cilt bakimi alaninda, fotoprotektif etkilere
isaret eden genis bir deneysel kanit govdesi vardir [134]. E vitamininin bahsedilen
ozelliklerinden faydalanmak amaci ile krem formiilasyonunda kullanilmasina karar

verildi.
3.1.3.10. Yasemin Yag:

Yasemin esansiyel yagi (Jasminum sambac L., Oleaceae) gida, parfim ve kozmetik
endiistrilerinde koku vermek amaciyla giderek daha fazla kullanilmaktadir [136]. Hafif
ve hos kokusu sebebiyle krem formiilasyonunda yasemin yagmin parfiim olarak

kullanilmasina karar verildi.
3.1.3.11. NaCl

Krem formiilasyonuna NaCl ilavesi, goriiniir viskozitede ani bir artigla sonuglanmaktadir
[137]. Hacim arttirict ve maskeleyici bir madde olan NaCl krem yapisinin kalinlasarak
viskozitesinin artmasini saglamaktadir. Bu nedenle krem igeriginde viskozitenin

ayarlanmasinda NaCl kullanilmasina karar verildi.
3.1.3.12. Bal Mumu

Balmumu, geng is¢i arilarin karninda 12 ila 18 giin arasinda 6zel balmumu bezleri
tarafindan s1vi formda salgilanan karmasik bir iiriindiir. Balmumu hava ile temas halinde,
katilasmaya baglamaktadir. En ¢ok kullanilan balmumu, Apis mellifera ve Apis cerana
tiirleri tarafindan iiretilmektedir [138]. Balmumu kozmetik sektoriinde yaygin olarak
kullanilmaktadir ve krem formiilasyonlarinda viskozite artirict olarak balmumu

kullanilmasina karar verildi.
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3.1.3.13. Zeytin Yag:

Sizma zeytinyagi, yagin belirli stabilitesinden sorumlu olan fenolik bilesenler agisindan
zengindir [139]. Zeytinyagi, yiiksek sabunlagmayan fraksiyonu nedeniyle, farmasdtik
teknolojisinde en ¢ok begenilen ve umut verici bitkisel yaglardan biridir ve bir¢ok
dermatolojik preparatta bulunabilir [140]. Krem formiilasyonlarinda yumusatici

karakterinden faydalanmak i¢in zeytinyagi kullanilmasina karar verildi.
3.1.3.14. Akoline GC

Akoline emiilsiyonlastiricilariin tipik 6zelliklerinin bir¢ogu, lipitlerin siv1 kristal yapilari
olusturmadaki kabiliyetinden tiiretilmektedir [141]. Bitkisel yaglardan elde edilen bir
emiilgatdr olan Akoline GC tahris edici etkiler olmadan gelismis cilt sikiligin1 ve
plriizsiizliigiinii gostermektedir. Yiiz bakim iirlinlerinde, viicut nemlendiricilerinde ve
yaslanma karsiti formiilasyonlarda sik¢a kullanilmaktadir. Teze konu olan krem
formiilasyonlarinda yumusatici, emiilsifiye edici, cilt bakimina katkida bulunucu ve

dengeleyici 6zellikleri nedeni ile kullanilmasina karar verildi.
3.1.3.15. Stearil Alkol

Cilde tibbi veya kozmetik bir madde uygulamak i¢in yaygin bir yontem olarak emiilsiyon
olusturmak kullanilmaktadir. Kremlerin hazirlanmasinda, siirfaktan/uzun zincirli alkol
tipinde karisik emiilgatorler siklikla kullanilmaktadir [142]. Krem formiilasyonlarinda

emiilgator olarak stearil alkol kullanilmasina karar verildi.
3.1.3.16. Bentonit

Bentonit degerli bir emiilgator olmasinin yani sira koruyucu gorevi de gérmektedir [143].
Farkli dokular gelistirme kabiliyeti ile son derece kararli emiilsiyonlar olusturmaktadir.
Krem formiilasyonunda bentonitin bu 06zelliginden faydalanilarak emiilgatér olarak

kullanilmasina karar verildi.

3.2. YONTEMLER

3.2.1. An1 Zehrinde Fiziksel Analizler
3.2.1.1. Saflastirilmast

Krem {iiretimi i¢in kullanilan ar1 zehirlerinde ilk olarak zehirlerin koku, goriiniim ve

yabanct maddesine bakilarak uygun olan ar1 zehirleri secildi. Aricilardan temin edilen ar1
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zehirlerinin igerisinde c¢esitli safsizliklar olmasi ihtimaline karst krem iiretimine
geemeden Once safsizliklar giderilmelidir. Safsizliklarin giderilmesi i¢in zehirler kremin
icerisinde kullanilacak saf suda ¢ozdiiriilerek filtre edildi. Filtrasyon ile ar1 zehirlerindeki

yabanct madde ve diger safsizliklar giderildi.
3.2.1.2. Fiziksel Analizler

Ar1 zehirlerinin fiziksel analizlerinde ilk olarak toplanan numunelerin goriiniis, renk ve

kokular1 lizerinde duyusal analizler gergeklestirildi.

Zehirlerin duyusal analizi ile koku tayini yapildi. Ar1 zehirlerinin renk analizi i¢in ise

Pantone renk skalasi kullanildi. Bu renk skalasina gore her zehre renk kodu verildi.

3.2.2. An1 Zehrinde Kimyasal Analizler
3.2.2.1. Ar1 Zehirlerinde Nem Analizi

An treticilerinden temin edilen ar1 zehirlerinde nem tayini yapildi. Nem tayini Precisa
XM50 nem tayin cihazi ile 105°C’de yapildi. Alinan 6 farkli numunenin her biri i¢in 3

tekrarli olacak sekilde analiz edilmistir. Analiz sonucunda ¢ikan sonuglar degerlendirildi.
3.2.2.2. HPLC-UV ile Ari Zehri Icerigi

Ar1 zehri numunelerinin igerdigi maddeleri belirlemek amaciyla alinmis her numune igin
HPLC-UV analizi yapildi. Ar1 zehri numunelerinde melittin, apamin ve fosfolipaz A2, su
ile seyreltilmis uygun bir ¢ozeltide yiiksek performanslt sivi kromatografisi (HPLC) ile
ayrildi ve bunu takiben ultraviyole bdlgede fotometrik olarak belirlendi. Analiz Supelco
Supelcosil LC-318 kolonu (cat no:58858) kullanilarak 220 nm’de gergeklestirildi. Mobil
faz A i¢in ultra saf su ve %0,1 trifloroasetik asit (TFA); mobil faz B igin 80:20 asetonitril
(ACN): ultra saf su ve %0,1 trifloroasetik asit kullanilmistir. Akis hiz1 1 ml/dakika ve
enjeksiyon hacmi 40 nonolitre olacak sekilde ayarlanmistir [144]. Analizde kullanilan
kimyasal maddeler apamin (Sigma), fosfolipaz A2 (Sigma), melittin (Sigma), asetonitril

(Merck), trifloroasetik asit (Carlo Erba) temin edildi (Sekil 3.5 ve Sekil 3.6).
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Sekil 3.5. Melittin, apamin ve fosfolipaz A2 standartlari.

Cat#:58858

IR
Col. 141517-05
BL 7963

SUPELCOSIL™ LC-318

25cm x 4 6mm, Spm I

For laboratary use only. Not for drug, household, or other use.

Sekil 3.6. Ar1 zehri igerik analizi i¢in kullanilan kolon.

Stok standart ¢6zeltileri hazirlamak i¢in Fosfolipaz A2 ve melittin ultra saf suda ¢oziildii.
Apamin ise 0,05 M asetik asitli ultra saf suda ile ¢oziilerek her biri 1 mg/ml olacak sekilde
hazirlandi. Her bir ¢ozeltiden alinarak %2, %S5, %10, %20, %40, %50 seklinde standart
¢oOzeltiler olusturuldu. Bu standart ¢ozeltiler daha sonra viallere alinarak Sekil 3.7°de
goriilen HPLC cihazina verildi ve kalibrasyon egrileri olusturuldu. Standartlara ek olarak
igerikleri incelenecek olan ar1 zehri 6rneklerinden 5’er mg tartilarak saf su ile 10 ml’ye
seyreltildikten sonra siringa ucu filtreden gecirilip HPLC cihazina verildi. Calismada
kullanilan HPLC cihaz1 Sekil 3.7°te verilmis ve miktar tayini, pik alanlar1 ya da pik
yukseklikleri kullanilarak, dis standard metoduna gore yapilmistir. Her bir 6rnek icin ticer

tekrarli analiz yapildi.

Arn zehri 6rneklerinde seker analizleri icin HPLC cihaz1 Thermo Hypersil APS-2 kolonu
kullanilmistir. Analizde Refraktif Indeks (RI) dedektdr ve Asetonitril: ulltra saf su mobil

fazi1 ile izokritik analiz gerceklestirildi. Ar1 zehirlerinden 0,5 g 6rnek alinarak igerdigi
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seker tlir ve miktarlar1 analiz edildi. Ar1 zehirleri Asetonitril-su ¢ozeltisi ve Carrez I-11 ile
ekstrakte edildikten sonra santrifiijlenerek filtrelendi. Her bir ar1 zehri i¢in tiger tekrarl

analiz yapild1 ve degerler Minitab 18 istatistik programi1 kullanilarak degerlendirildi.

Sekil 3.7. A1 zehri igerik analizi i¢in kullanilan HPLC analiz cihazi.

3.2.3. An1 Zehrinde Mikrobiyolojik Analizler
Ar1 zehri numunelerinin mikrobiyolojik analizlerinde asagidaki testler yapilmistir:

* Toplam Aerobik Mezofilik Mikroorganizma Sayis1
* Toplam Kiif ve Maya Sayis1

* Staphylococcus Aureus

* Candida Albicans

* E. coli

Toplam aerobik mezofilik mikroorganizma sayimu i¢in ilk olarak temin edilen ar1 zehri
numuneleri hazirlanarak steril bir kaba tartildi. Steril kap igerisine damitilmis su ilave
edilerek homojenize edildi. Mikroorganizmalarin optimal biiylimesi ve geri kazanimi igin
ornek siispansiyonun pH degeri IN NaOH ile ayarlanarak 6,6 — 7,2’ye getirildi. Sekil
3.8”deki petrifilm tizerine 1 mL numune koyularak 1 dakika katilagmas1 beklendi. Daha
sonra 48 saat 35°C’de inkiibe edilip tlim kirmizi kolonilerin ebat ve renk yogunlugundan

bagimsiz sayimi yapildi.

Toplam maya ve kiif sayiminda 6rnek tartilarak steril bir kaba koyuldu. Igerisine ISO
yontemine 6887-1’e gore %0,1 pepton suyu, pepton tuzu seyreltici eklendi. Homojenize
edildikten sonra 1 mL petrifilme, Sekil 3.8, koyuldu ve 3-5 giin 20°C’de inkiibe edilip
renkli bolgelerin sayimi yapildi. Mayalar kiiciik, bronzdan mavi-yesile doniik renkli

kolonilerdir. Kiifler ise genis ve kahverengi, bej, turuncu ve mavi-yesil renklidir.
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Sekil 3.8. Toplam kiif-maya ve toplam mezofilik aerobik sayimi analiz kitleri.

Staphylococcus aureus sayimi i¢in ar1 zehri 6rnegine ISO 6887-1:1999 yontemine gore
pepton tuz seyreltisi ve tamponlu pepton suyu koyulup seyreltilerek homojenize edildi.
pH 1IN NaOH ile 6-8 araligina ayarland1 ve Sekil 3.9’daki petrifilme yerlestirildi. 24

saatlik 37°C’de inkiibe edilip kirmizi-mor renkli kolonilerin sayimi yapildi.

Basit kiiltiir ortaminda veya segici kiiltiir ortaminda (CHROMagar Candida) {ireyebilen
Candida albicans sayimi i¢in ar1 zehirleri seyreltilip homojenize edildikten sonra
petrifilmlere, Sekil 3.9, koyuldu. inkiibasyon igin 25-37°C’de 24-72 saat bekletilidikten

sonra sayimi1 yapildu.

E.coli sayimu igin ilk olarak temin edilen ar1 zehri numuneleri tartilarak steril bir kaba
alindi.  Steril kap igerisine damitilmig su ilave edilerek homojenize edildi.
Mikroorganizmalarin optimal biiylimesi ve geri kazanimi igin 6rnek siispansiyonun pH
degeri 1N NaOH ile ayarlanarak 6,6-7,2’ye getirildi. Sekil 3.9°daki petrifilm tizerine 1
mL numune koyularak 1 dakika katilagmas1 beklendi. Daha sonra 24 saat 35°C’de inkiibe

edilerek gazli mavi kolonilerin sayimi1 yapildi.
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Sekil 3.9. Staphylococcus aureus, E. coli ve Candida albicans sayimi analiz kitleri.

3.2.4. Analiz Yontemlerinin Validasyonu

Arn zehri orneklerinde yapilan analizler i¢in validasyon ¢alismalar1 yapildi. Yapilan

validasyonlar asagida belirtildigi gibidir;
» Kimyasal analizler:

* Nem tayini

* Apamin konsantrasyonu (HPLC-UV)

* Fosfolipaz A2 konsantrasyonu (HPLC-UV)
* Melittin konsantrasyonu (HPLC-UV)

Metodun validasyonu i¢in se¢icilik, tekrarlanabilirlik, tekrar tiretilebilirlik, geri kazanim,

dogrusallik, tespit limiti ve tayin limiti validasyon parametreleri incelendi.

Secicilik parametresi ig¢in 3 farkli bolgeden toplanan ar1 zehirleri ve melittin, fosfolipaz
A2 ve apamin standart maddeleri kullanildi. Analizler 3 tekrarli olarak gergeklestirildi.
Ar zehirleri ve standart maddeler ayri ayri analiz edilerek piklerin birbirine girisim
yapmadigi gosterildi. Tekrarlanabilirlik parametresi i¢in 3 farkli bélgeden toplanan ar1
zehirleri 6 tekrarli olarak analiz edildi ve tekrarli analizler icin RSD: degeri hesaplandi.

Tekrar iiretilebilirlik parametresi i¢in iki farkli analist 3 farkli bolgeden toplanan ari
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zehirlerinde farkli giinlerde 6 tekrarli olarak calisildi ve elde edilen sonuglardan RSDr
degeri hesaplandi. Elde edilen tekrarlanabilirlik ve tekrar iiretilebilirlik bagil standart
sapmalar1 (RSD: ve RSDr) Horwitz esitligine gore degerlendirildi. Horwitz esitliginden
elde edilen HORRAT degeri 0,5 -2,0 arasinda olmasi beklenmektedir [145].
Tekrarlanabilirlik i¢in apamin, fosfolipaz A2 ve melittin i¢in bulunan en yliksek
HORRAT degerleri sirasiyla 0,6; 0,3; 0,3 tekrar iiretilebilirlik i¢in bulunan en yiiksek
HORRAT degerleri ise 0,5; 0,7; 0,12 olarak bulundu.

Tekrarlanabilirlik degerlendirmesi formiilii [146];
%RSD,; = %RSDryX 0,66 3.1)
HORRAT, = RSD,./RSD,y 3.2)

Tekrar iiretilebilirlik degerlendirmesi formiilii [146];

%RSDpy = 2(17051080C) (3.3)
HORRATg = RSDy/RSDgy (3.4)

Geri kazanim igin analiz sonuglar1 bilinen ar1 zehri tizerine 3 farkli konsantrasyonda (%2,
%10, %50) standart madde eklenerek 4 tekrarli olarak analiz edildi ve geri kazanim
degerleri hesaplandi. Hesaplanan geri kazanim degerleri %92-%105 araliginda ve uygun

degerlerde bulundu.

Dogrusallik parametresi i¢in her bir standart madde konsantrasyonu %2, %5, %10, %20
ve %50 olacak sekilde 3 tekrarli analiz yapilarak kalibrasyon egrileri olusturuldu. Melittin
i¢in kalibrasyon egrisi denklemi y=204801x + 237390 ve R?=0,9983; apamin icin
kalibrasyon egrisi denklemi y=117724x + 47615 ve R*=0,9999; fosfolipaz A2 igin
kalibrasyon egrisi denklemi y=124632x + 75840 ve R?=0,9960 olarak bulundu.

Tespit limiti (LOD) ve tayin limiti (LOQ) icin tekrarlanabilirlik kriterini saglayan en
diisiik konsantrasyon tespit edilerek bu konsantrasyonda hazirlanan standart ¢ozeltisi 6
tekrarli analiz edildi. Tekrarlanabilirlik kosullarina uyan sonuglarin standart
sapmalarindan LOD= s x 3 + ort ve LOQ= s x 10 + ort olarak hesaplanmistir. Melittin,
apamin ve fosfolipaz A2 i¢cin LOD degerleri sirastyla %3,5; %2,0 ve %8,1 olarak

bulundu.
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3.2.5. Krem Yapusi I¢in Prototip Gelistirilmesi

Ar zehri igeren yliz, viicut, ayak, el ve eklem i¢in krem formiilasyonlar1 hazirlandi.
Laboratuvarda hazirlanan kremlerin formiilasyonlar1 farkli yogunlukta ar1 zehri igeren ve
kivam olarak farkli yogunluklarda olacak sekilde denendi. On denemelerde yapilan krem
formlarinin bazilarinda faz ayrilmalar1 gozlendi. Faz ayrimi olmayan stabil kremlerin
formiilasyonlar1 iizerinde gelistirmeler yapilarak deneme formiilasyonlari hazirlandi.
Denemeler i¢in farkli krem yapisi ve ar1 zehri konsantrasyonlari i¢in iiretim yontemi ve
prototip iirlinlerin gelistirilmesi yapildi. Bu baglamda 5 ¢esit krem i¢in 3 farkli yogunlukta
krem ve 3 farkli yogunlukta ar1 zehri igeren toplamda 45 farkli prototip {iriin denemesi
yapildi.

Yiiz kremi i¢in %0,1, %0,05 ve %0,07 oranlarinda ar1 zehri igeren ve her bir ar1 zehri
konsantrasyonu i¢in de %7,0, %6,5 ve %6,0 oraninda lipex shealight olan krem
formiilasyonlar1 hazirlandi. Deneme i¢in hazirlanan yiiz kremlerinin formiilasyonlari

Cizelge 3.1°de goriildigi sekildedir.

Cizelge 3.1. Yiiz kremi i¢in deneme formiilasyonlari.

Hammadde Formiil (%)
Ismi 1. 2. 3. 4, 5. 6. 7. 8. 9.
Formiil | Formiil | Formiil | Formiil | Formil | Formiil | Formiil | Formiil | Formiil
Deiyonize 79,40 79,90 80,40 79,45 79,95 80,45 79,43 79,93 80,43
Su
Kegi- 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25
boynuzu
Zamki
Gliserin 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0
An Siiti 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
Bal 0,45 0,45 0,45 0,45 0,45 0,45 0,45 0,45 0,45
Ar1 Zehri 0,1 0,1 0,1 0,05 0,05 0,05 0,07 0,07 0,07
Stearil 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0
Alkol
Akoline GC 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0
Lipex 7,0 6,5 6,0 7,0 6,5 6,0 7,0 6,5 6,0
Shealight
Jojoba Yagi 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0
E Vitamini 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
Propolis 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3
Ekstrakti
Yasemin 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
Yag
Toplam 100 100 100 100 100 100 100 100 100
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Viicut kremi icin ar1 zehri ve shea yagi konsantrasyon oranlar1 degistirilerek deneme
formiilasyonlar hazirland1. %0,1, %0,05 ve %0,07 oranlarinda ar1 zehri i¢in %5,5, %5 ve
%4,5 lipex shealight ile ¢alisildi. Cizelge 3.2’de viicut kremi deneme formiilasyonlarinda

kullanilan bilesenlerin oranlar1 verilmistir.

Cizelge 3.2. Viicut kremi i¢in deneme formiilasyonlari.

Hammadde Formiil (%)
ismi
1. 2. 3. 4. 5. 6. 7. 8. 9.
Formiil | Formiil | Formiil | Formiil | Formiil | Formiil | Formiil | Formiil | Formiil
Deiyonize 76,9 77,4 77,9 76,95 77,45 77,95 76,93 77,43 77,93
Su
Kegi- 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25
boynuzu
Zamki
Gliserin 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0
Arn Siiti 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
Bal 0,45 0,45 0,45 0,45 0,45 0,45 0,45 0,45 0,45
An Zehri 0,1 0,1 0,1 0,05 0,05 0,05 0,07 0,07 0,07
Stearil 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0
Alkol
Akoline GC 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0
Lipex 5,5 5 4.5 5,5 5 4.5 5,5 5 4,5
Shealight
Jojoba Yagi 4,0 4,0 4,0 4,0 4,0 4,0 4,0 4,0 4,0
E Vitamini 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
Propolis 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3
Ekstrakti
Yasemin 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
Yagi
Toplam 100 100 100 100 100 100 100 100 100

Ayak kremi icin %0,1, %0,05 ve %0,07 oranlarinda ar1 zehri i¢in deneme g¢alismasi
yapildi. Farkli yapr saglamak i¢in ise bentonit oranlar1 %8, %7,5 ve %7 oranlarinda
kullanildi. Cizelge 3.3°de ayak kremi deneme formiilasyonlarinda kullanilan bilesenlerin

oranlar1 verilmistir.
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Cizelge 3.3. Ayak kremi i¢in deneme formiilasyonlari.

Hammadde Formiil (%)
Ismi

1. 2. 3. 4, 5. 6. 7. 8. 9.
Formil | Formiil | Formiil | Formiil | Formiil | Formiil | Formiil | Formiil | Formiil
Deiyonize 69,6 70,1 70,6 69,65 70,15 70,65 69,63 70,13 70,63

Glissl;rin 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0
NaCl 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
Arn Siitii 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
Bal 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
Ar1 Zehri 0,1 0,1 0,1 0,05 0,05 0,05 0,07 0,07 0,07
Bentonit 8,0 7,5 7,0 8,0 7,5 7,0 8,0 1,5 7,0
Jojoba Yag1 4,0 4,0 4,0 4,0 4,0 4,0 4,0 4,0 4,0

Shea Yag1 12,0 12,0 12,0 12,0 12,0 12,0 12,0 12,0 12,0

Propolis 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3

Ekstrakti

Yasemin 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
Yagi

Toplam 100 100 100 100 100 100 100 100 100

El kremi i¢in %0,1, %0,05 ve %0,07 oranlarinda ar1 zehirleri i¢in bentonit oranlar1 %8,
%7,5 ve %7 olarak kullanildi. Cizelge 3.4’de el kremi deneme formiilasyonlarinda

kullanilan bilesenlerin oranlar1 gosterilmistir.

Cizelge 3.4. El kremi i¢in deneme formiilasyonlari.

Hammadde Formiil (%)
Ismi

1. 2. 3. 4, 5. 6. 7. 8. 9.
Formiil | Formil | Formiil | Formiil | Formiil | Formil | Formil | Formil | Formil
Deiyonize 68,6 69,1 69,6 68,65 69,15 69,65 68,63 69,13 69,63

Su
Gliserin 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0
NaCl 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
An Siiti 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
Bal 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
Ar1 Zehri 0,1 0,1 0,1 0,05 0,05 0,05 0,07 0,07 0,07
Bentonit 8,0 7,5 7,0 8,0 7,5 7,0 8,0 7,5 7,0
Jojoba Yagi 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0
Shea Yagi 12,0 12,0 12,0 12,0 12,0 12,0 12,0 12,0 12,0
Propolis 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3
Ekstrakt1
Yasemin 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
Yagi
Toplam 100 100 100 100 100 100 100 100 100
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Eklem kremi icin yapilan deneme formiilasyonlarinda %0,1, %0,08 ve %0,06 oranlar1
olacak sekilde ar1 zehirleri denendi. Ayrica her bir ar1 zehri orani icin shea yagt %20,
%19,5 ve %19 olarak denemeler yapildi. Cizelge 3.5°de eklem kremi deneme

formiilasyonlarinda kullanilan bilesenlerin oranlar1 verilmistir.

Cizelge 3.5. Eklem kremi i¢in deneme formiilasyonlari.

Hammadde Formiil (%)

ismi

1. 2. 3. 4. 5. 6. 7. 8. 9.
Formil | Formiil | Formiil | Formiil | Formiil | Formiil | Formiil | Formiil | Formiil
Bal Mumu 14,1 14,6 15,1 14,12 14,62 15,12 14,14 14,64 15,14

Shea Yagi 20 19,5 19 20 19,5 19 20 19,5 19
Ar Siitii 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0

Zeytin Yag1 58,5 58,5 58,5 58,5 58,5 58,5 58,5 58,5 58,5

Bal 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0
Ar1 Zehri 0,1 0,1 0,1 0,08 0,08 0,08 0,06 0,06 0,06
Propolis 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3
Ekstrakti
Yasemin 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
Yag
Toplam 100 100 100 100 100 100 100 100 100

Yapilan ¢alismalar sonucunda her krem tiirtinde 3 farkli ar1 zehri konsantrasyonu igin
farkli formiilasyonlar gelistirilerek prototip kremler iiretildi. Yapilan prototip
denemelerinden uygun olanin se¢ilmesi i¢in goniilliiler lizerinde begeni testleri yapildi.
10 goniillii tizerinde yapilan begeni testinde her goniilliiye icerisinde siiriilebilirlik, kivam,
goriiniis, kasinti, kizariklik, sikilagtirict etki, koku, piiriizliilik parametreleri agisindan
krem Ozelliklerinin degerlendirilecegi formlar (Ek 3) dagitildi. Bu formlarda verilen
skalada krem formiilasyonlar1 i¢in goniillilerden numaralandirma yapmalar1 istendi.
Goniilliilerden 0 ile 10 puan arasinda numaralandirma yapmalar istendi. Siiriilebilirlik,
kivam, goriiniis, sikilastirict etki ve koku i¢in 0 yok, 10 var anlamina gelmektedir. Kaginti,
kizariklik ve piiriizlilik icin O var, 10 yok anlamina gelmektedir. 1 ay sonunda bu
numaralandirmalar sonucu en yiiksek puana sahip krem formiilasyonu belirlendi. Bu
testte kullanilan kremler ile test bitim tarihinde iiretilen yeni kremler karsilagtirilarak
aralarindaki zamana ve kullanim sekline bagl farkliliklar degerlendirildi. Goniillii
testlerine ve test sonrasi yapilan son degerlendirmeye gore 5 krem tipi i¢in hazirlanan 9’ar
formiilasyondan en yliksek puanlar1 alan kremler secildi. Segilen bu formiilasyonlara gore

yliz, viicut, ayak, el ve eklem kremlerinin hepsinden birer tane prototip tiretildi.
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3.2.6. Krem Yapimi

Yiiz kreminin hazirlanmasi i¢in formiilasyondaki miktarlar kadar kegiboynuzu zamki ve
deiyonize su tartilarak karistirildi ve 90°C’deki 1siticiya koyularak kec¢iboynuzu zamki
eriyene kadar 1sitildi. Eridikten sonra isiticidan alinarak su banyosuna koyuldu ve
sogutulmaya baglandi. Termometre yardimiyla sicakligi kontrol edilerek 55-50°C’ye
kadar sogutulan karisima gliserin ve bal eklenerek karistirildi, daha sonra ar1 siitli ve ar1
zehri de ilave edilerek karigtirllmaya devam edildi. Ayr1 bir kapta yag fazinin
hazirlanmas igin stearil alkol, alkoline GC, lipex shealight ve jojba yag: tartilarak
karistirildi. Hazirlanan yag fazi isiticidda 50°C’ye ulasana kadar kontrollii bir sekilde
sirekli karstirtlarak 1sitildi. Tiim bilesenler eriyip homojen bir hal alinca yag fazi
1siticidan alinip iizerine E vitamini ilave edildi. Daha sonra su banyosuna koyularak, 2000
devir/dakika (rpm) sabit hiza sahip homojenizator tarafindan homojenize edilmeye
baslandi. Bu sirada hazirlanan ar1 zehirli faz eklendi ve hepsi homojenize olana kadar
karistirlmaya devam edildi. Istenilen faz olusmaya baslaninca en son propolis ve yasemin
yag1 da eklenerek bir siire daha karistirildiktan sonra kaplara koyularak krem hazirlandi.

Viicut kremi de yiiz kreminin hazirlanma yontemine gore yapildi.

Ayak ve el kremi i¢in ilk olarak 1sitic1 40°C’ye ayarlanarak 1sitilmaya baglandi. Bu sirada
yag fazini olusturmak i¢in bentonit, jojoba yagi ve shea yagi istenilen miktarlarda tartilip,
karistirilarak 1sitictya koyuldu. Isitma agamasinda kontrollii bir sekilde karistirilarak yag
fazinin eriyip homojen bir kivam almasi saglandi. Yag faz1 erirken ayr1 bir kapta
deiyonize su, gliserin, NaCl, ar siitii, bal ve ar1 zehri tartildiktan sonra ¢éziinene kadar
karistirildi. Yag fazi eriyince 1siticidan alinarak su banyosuna koyularak sogutma islemi
gercgeklestirildi. Soguyan fazin lizerine ar1 zehirli karisim ilave edilerek 3000 devir/dakika
(rpm) hizindaki homojenizatorde karistirildi. Homojen bir kivam alana kadar karistirma
islemi devam etti ve en son karigimin {izerine propolis ve yasemin yagi eklenerek kisa bir
karistirma islemi gergeklestirildi. Karisim istenilen kivama gelince homojenizatdrden

aliarak kaplara koyuldu ve sogumaya birakildi.

Eklem kremi i¢in bal mumu, shea yag1 ve zeytinyagi istenilen oOlgiilerde tartilarak bir
kapta karistirildi. Karisim 1siticiyya alinarak termometre ile kontrol edilerek 70°C’ye
ulasana kadar karigtirilarak 1sitildi. Yag fazi tamamen eriyip homojen bir kivam alinca
1siticidan alinarak su banyosunda sogumaya birakildi. Soguyan fazin iizerine ar1 siitii, bal
ve ar1 zehri istenilen miktarlarda tartilarak ilave edildi. Karisim 2000 devir/dakika (rpm)
hizindaki homojenizatore koyularak karigimin homojen bir kivam almasi saglandi. En son
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karisimin tlizerine propolis ve yasemin yagi eklenerek kisa bir siire daha karistirildi ve

kaplara alinarak sogumaya birakildi.

3.2.7. Kremde Fiziksel Analizler

3.2.7.1. Stabilite Testi

Bir kozmetik iirlinlin, uygun sartlarda depolandigi durumlarda, baslangigtaki
fonksiyonlarin1t yerine getirdigi ve giivenilirligini korumaya devam ettirdiginin
belirlenmesi i¢in yapilan bir analiz tiiriidiir. Stabilite ¢alismalar1 25°C ve 40°C derecelerde

Sekil 3.10°daki iklimlendirme kabinlerinde yapildu.

Stabilite testi i¢in goriiniim, yogunluk, viskozite, pH, koruyucu etkinlik ve mikrobiyolojik

analizleri degerlendirildi.

Sekil 3.10. Stabilite ¢aligmalarinin yapildig1 iklimlendirme kabinleri.

3.2.7.2. Antioksidan Etki Testi

Antioksidan etki testi testi i¢in 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) serbest radikali
kullanilarak serbest radikalin siipiiriilmesine gore antioksidan aktivite hesaplandi. Farkli
konsantrasyonlarda diliietler hazirlanarak ¢aligma soliisyonlar1 hazirlandi. DPPH
radikalinden 19,7 mg tartilarak etanolde ¢6ziiliip hacmi 25 mL’ye tamamlandi. Ardindan
bir tiipe 2,7 mL ekstrakt eklenip iizerine 300uL DPPH ¢6zeltisi eklendi. Kor i¢in ekstrakte
yerine etanol koyuldu. Hazirlanan karsimlar karigtirildiktan sonra karanlik ve oda

sicakliginda bir yerde 15 dakika boyunca inkiibe edildi. Kore karsi absorbans 517 nm
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dalga boyunda UV-VIS spektrofotometre ile 6lciildii. inhibasyon degeri Denklem 3.1

kullanilarak hesaplandi.

%inhibasyon — Kor Absorbans—0rnek Absorbans %100 (3. 1)

Kor Absorbans

3.2.7.3. Alerjen Testi

Gelistirilen krem prototiplerinden stabilite testinden uygun sonug alanlar i¢in Yeditepe
Universitesi Ar&Ge ve Analiz Merkez Laboratuvarlari’ndan alerjen testi hizmet alimi
yapildi. Alerjen testleri LC-MSMS analiz metoduna gore uygulanmistir. LC-MSMS

metodu i¢in Ol¢iim limiti %0,0001 olarak alinmastir.
3.2.7.4. Dermatolojik Test

Stabilite testinden uygun sonug¢ alan prototip kremlerin hassas ciltlere etkisinin
incelenmesi i¢in dermatolojik test uygulandi. Yeditepe Universitesi Ar&Ge ve Analiz
Merkez Laboratuvarlari’nda gergeklestirilen dermatolojik testler normal cilde sahip 15
goniillii lizerinde gerceklestirilmistir. Dermatolojik degerlendirme i¢in goniilliiler
tizerinde patch testleri uygulanmistir. Kremler bir ay boyunca uygulanmasi gerektigi
sekilde goniilliiler iizerinde uygulanmistir. Bir ay sonunda kremlerin cilt {izerindeki
etkileri incelenmistir. Cilt lizerinde olumsuz bir etki birakmayanlar dermatolojik olarak

uygun kabul edilmistir.
3.2.7.5. Sitotoksisite Testi

In vitro olarak gergeklestirilen sitotoksisite testi ile kremlerin dozuna ve maruziyet
stirelerine bagli olarak hiicrelerde meydana getirdigi degislikler gozlendi [147].
Sitotoksisite testi bir dig laboratuvar tarafindan TS EN ISO 10993-5 standartlarina gore
yapildl. Sitotoksisite testi ile maruziyet sonucundaki canli ve Olii hiicre sayilari
karsilastirilarak sitotoksik etki belirlenmistir. Analiz saghikli fare fibroblast hiicresi
canliliginin metabolik aktivite yoluyla hesaplanmistir. Sar1 renkli, suda ¢6ziiniir MTT [3-
(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl  tetrazolium bromide], canli hiicrelerde
metabolik olarak mavi-mor renkte, suda ¢oziinmeyen formazana indirgenir. Canli hiicre
sayist, formazanin alkolde c¢oziindiikten sonra renk yogunlugu tayin edilerek
hesaplanmistir. Buna gore saglikli fare fibroblast hiicresi, 24 kuyucuklu kiiltiir kabina
ekilmistir ve yari-konfluent bir katman olusturuncaya kadar (24 saat) inkiibe edilmistir.
Daha sonra direkt temas i¢in numuneler 0,45 um gdzenek biiytikliigiine sahip bir filtre
kagidinin ylizeyine uygulanarak test maddesi hiicre ylizeyine gelecek sekilde kuyucuklara

yerlestirilmistir. Filtre kagitlar1 kuyucuk alaninin 1:10 yiizeyine karsilik gelecek sekilde
56



hazirlanarak sterilize edilmistir. 24 saatlik inkiibasyondan sonra her numune igin
formazan olusumu tayin edilmistir ve kontrol kiiltiirlerinden elde edilen degerlerle
karsilastirilmistir. Hiicre canliligi, 570 nm’de optik yogunluk olarak okunan, mavi-mor
renkte olusan formazanin miktartyla dogrudan iliskilidir. Kontrol gruplarimin %100 canli
ve Oli oldugu kabul edilerek bunlara oranla canlilik degeri hesaplanir. Bu kapsamda
negatif kontrol grubu olarak PBS (Phosphate buffered saline) ve pozitif kontrol grubu
olarak SDS (0,4 mg/ml sodyum dodesil siilfat) kullanilmistir. Negatif kontrol grubu ile
dokularin yasayabilirligi, pozitif kontrol grubu ile de bariyer fonksiyonunun ve olusan
doku hassasiyeti tanimlanmaktadir [148]. Negatif kontrol grubu olarak kullanan PBS 7,4
ile ndtr bir pH’a sahipligi ve icerisindeki Ca*> ve Mg*? iyonlar1 sayesinde hiicre
ozmalaritesini sabit tutmaktadir [149]. Keratinositlere karsi orta derecede toksisiteye
sahip bir anyon yiizey aktif madde olan SDS pozitif kontrol grubu olarak maddelerin cilt
tizerindeki toksik etkilerinin degerlendirilmesi i¢in kullanilmaktadir. Pozitif kontrol
grubunda kullanilan SDS sitotoksik madde olarak ve normal keratonisitlerine dayali
olarak test sistemlerinin yanitinin tekrarlanabilmesinde tercih edilmektedir [150]. Hiicre
canlilig1 iizerindeki etki i¢in ayn1 anda pozitif ve negatif kontrol de analiz edilerek sonugta
yasayan hiicre sayis1 negatif kontrolde yasayan hiicre sayisina oranlandi. Negatif kontrole

kiyasla canliliktaki azalma Denklem 3.2°de verilen sekilde hesaplanmustir.

100x0D570e

% Hicre Canlilik = D570

(3.2)

ODs70e; art zehri krem numunesi konsantrasyonunun olgiilen optik yogunlugunun
ortalama degerini, ODs70b ise negatif kontrol grubunun ol¢iilen optik yogunlugunun

ortalama degerini ifade etmektedir.

Direkt temasla yapilan deney i¢in reaksiyon dereceleri Cizelge 3.6°da belirtilmistir.

Cizelge 3.6. Derece ve reaksiyon zonu tanimlamast.

Derece Reaksiyon Reaksiyon Zonu Tanimlamasi
0 Yok Numune etrafinda veya altinda saptanabilir bir zon yok
1 Cok az Numune altinda bazi sekli bozuk veya pargalanmis hiicreler var
2 Hafif Sadece numune altinda zon olusumu var
3 Orta Zon olusumu numune smirlarmi 1 cm’e kadar agsmis
4 Siddetli Zon olusumu numune sinirlarmi 1 cm’den daha fazla agmis
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Cizelge 3.6’da belirtilen 2’den biiylik derecelendirme degerinin bulunmasi sitotoksik etki
olarak kabul edilmektedir.
3.2.8. Verilerin Toplanmas, istatistiki Degerlendirme ve Sorunlarin Giderilmesi

Elde edilen analiz verilerini kullanarak gerekli istatistiki degerlendirme yapilarak,
calisma kapsaminda tiretilen kremlerin raf dmrii ve stabilitesi hesaplandi. Tekrarli yapilan

caligsmalardaki veriler normallik ve tek yonlii ANOVA/Tukey testi ile degerlendirildi.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. ARI ZEHRINDE FiZiKSEL ANALIZLER

4.1.1. Fiziksel Analizler

Aricilardan temin edilen 6 farkli ar1 zehrinin fiziksel 6zellikleri incelendi ve sonuglar
Cizelge 4.1°de goruldigi sekildedir. Ar1 zehirlerinin hepsinin goriiniisii tipik toz seklinde
ve kokulart tipiktir. Ar1 zehirlerinin renkleri agik sari1, bej ve acik kahverengi olmak {izere

farklilik gostermektedir.

Sekil 4.1. Ar1 zehri numuneleri.

PANTONE PANTONE PANTONE PANTONE PANTONE PANTONE
4018C 4242¢C 7502C 142¢C 2006 C 4017¢C
Arizehri 1 ‘ ‘ Arizehri 2 ‘ ‘ Arizehn 3 ‘ ‘ Ary zehri 4 ‘ ‘ Arizehri 5 ‘ ‘ An zehn 6

Sekil 4.2. Ari zehirleri Pantone renk skalasi.

Sekil 4.2°de goriildiigli lizere Pantone renk skalasina gore ar1 zehirlerine renk kodlar
verildi. Bu skalaya gore ar1 zehri 1’e 4018 C, ar1 zehri 2’ye 4242 C, a1 zehri 3’e 7502 C,
ar1 zehri 4’e 142 C, ar1 zehri 5’e 2006 C ve ar1 zehri 6’ya 4017 C kodlari verildi. Ar1 zehri
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standardinda zehirler sarimtirak renk seklinde nitelendirilmistir [151]. Ayrica zehrin
kuruduktan sonra sari-kahverengi arasinda toz bir hal aldigi bilinmektedir [152]. Bu
Ozelliklere bakildiginda zehir numunelerinin renklerinin uygun olduguna karar verildi.
Arn zehirlerinin kokusunun degerlendirilmesi i¢in literatiir taramas1 yapildiginda bal
benzeri keskin bir koku seklinde bir tanimlama oldugu goriildii [151, 152]. Ayrica ar1
zehrinin kokusu izopentil asetat kokusu ile iligkilendirilmektedir bdylece ar1 zehrinin
kokusu muz benzeri bir koku olarak tanimlanmaktadir [153, 154]. Bu acgidan
degerlendirildiginde ar1 zehri kokusu bal ve muz kokusuna benzer nitelikte tipik bir koku
olarak nitelendirildi. Zehirlerin goriiniis, renk kodlar1 ve koku 6zellikleri Cizelge 4.1°de

goriildigi sekildedir.

Cizelge 4.1. Ar1 zehirlerinin fiziksel 6zellikleri.

Numune | Goriiniis | Renk Kodu |RGB HEX/HTML CMYK Koku

Tipik 209 178 73 D1B249 919767 Tipik
Ar1 Zehri 1 Toz 4018C

Tipik 136 118 79 88764F 28 36 63 29 Tipik
Ar1 Zehri 2 Toz 4242C

Tipik 206 184 136 CEBS888 1320453 Tipik
Ar1 Zehri 3 Toz 7502C

Tipik 24119072 F1BE48 021770 Tipik
Ar1 Zehri 4 Toz 142C

Tipik 235188 78 EBBC4E 121761 Tipik
Ar1 Zehri 5 Toz 2006C

Tipik 222 184 59 DEBS&3B 518814 Tipik
Ar1 Zehri 6 Toz 4017C

4.2. ARI ZEHRINDE KIMYASAL ANALIZLER

4.2.1. Ar1 Zehirlerinde Nem Analizi

Aricilardan elde edilen 6 adet ar1 zehrinde 3 adet tekrarli ¢calisma yapildi. Analiz edilen
ar1 zehri Orneklerinin nem degerleri Cizelge 4.2°de goriildiigii tizere %9,16 — 10,56
araliginda degistigi gézlendi. Literatiirde belirtildigi iizere kurutulmus ar1 zehri en yiiksek
oranda %12 nem igermelidir [24, 6, 155]. An zehirlerinde gergeklestirilen nem
analizlerinde en yiiksek nem degeri %10,56 bulundugu i¢in ¢alismada kullanilan biitiin
ar1 zehirleri %12 oranmin altinda kaldi. Yapilan ¢aligmalar sonucunda ar1 zehirlerinin

nem igeriklerinde herhangi bir uygunsuzluk bulunmadi.
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Cizelge 4.2 Ar zehirlerinin (%) nem igerigi.

Numune Analiz Sayisi Ortalama
Ar1 Zehri 1 3 9,85
Arn Zehri 2 3 10,41
Ar1 Zehri 3 3 9,74
Ar1 Zehri 4 3 9,29
Ar1 Zehri 5 3 10,56
Ar1 Zehri 6 3 9,16

4.2.2. HPLC-UV ile An Zehri Icerigi

Aricilardan elde edilmis 6 farkli ar1 zehri 6rneginde kimyasal iceriklerinin bulunmasi igin
HPLC-UYV cihazi kullanildi. 3 adet tekrarli ¢galisma sonucunda ana bilesenlerin miktarlari
bulundu. Bu g¢alismalar sonucunda Olciilen igerik oranlart normallik ve tek yonli
ANOVA/Tukey testi ile degerlendirildi. HPLC-UV metodu ile alikonma siireleri melittin
icin 23 dakika, apamin i¢in 12 dakika ve fosfolipaz A2 i¢in ise 18 dakika olarak bulundu.
Ar1 zehri igerik analizindeki ana bilesenlerin, melittin, apamin, fosfolipaz A2 kalibrasyon

egrileri sirasiyla Sekil 4.3, 4.4 ve 4.5’te gosterildigi gibi bulundu.

Melittin
12000000
10000000 y= 204:801x—23?390__.
R?=0,9983 .-

8000000 i
v
6000000
<

4000000 .

2000000 &

.-.-..
0 @&
0 10 20 30 40 50 60
Konsantrasyon (%)

Sekil 4.3. Melittin kalibrasyon egrisi.
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Apamin

5000000

4500000 y=117724% + 4_7_515‘".

4000000 R =0,9999

3500000

3000000 .

2500000 S

2000000

1500000

1000000
500000

0
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45

Alan

Konsantrasyon (%)

Sekil 4.4. Apamin kalibrasyon egrisi.

Fosfolipaz A2

7000000

y=124632x + 75840 .9

6000000 A
R*=0,996,.-""

5000000

4000000

Alan

3000000
2000000

1000000

0 L&
0 10 20 30 40 50 60

Konsantrasyon (%)

Sekil 4.5. Fosfolipaz A2 kalibrasyon egrisi.

Yapilan ¢alisma sonucunda ar1 zehirlerine dair elde edilen kromatogramlar birbirleriyle

benzerdir ve Sekil 4.6’da gosterildigi gibi bulundu.
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Sekil 4.6. Ar1 zehri ana bilesen kromatograma.

Analiz sonucu kromatogramlardan elde edilmis ana bilesenlerin verileri Cizelge 4.3, 4.4

ve 4.5’te gosterilmistir. Ar1 zehri orneklerine ait melittin analiz sonuglar1 ortalamalari

Cizelge 4.3’ye gore %14,85 — 43,95 araligindadir. TS 13126 Bal Arist Zehri standardina

gore melittin, kuru maddede (m/m) %40 — 50 oranindadir [151]. Bu kapsamda ar1 zehri

1, ar1 zehri 3 ve ar1 zehri 4 standartlara uygundur, diger zehirler krem yapimi i¢in uygun

degildir.
Cizelge 4.3. Ar1 zehirlerinin (%) melittin icerigi.
Numune 1. Analiz 2. Analiz 3. Analiz Ortalama
Ar1 Zehri 1 43,65 43,47 43,95 43,69 + 0,242
Ar1 Zehri 2 26,63 27,19 26,46 26,76 + 0,382
Arn Zehri 3 42,98 43,22 43,31 43,17+ 0,171
Ar1 Zehri 4 42,07 41,96 42,15 42,06 + 0,095
Ar1 Zehri 5 15,12 14,85 14,93 14,97 £0,139
Arn Zehri 6 31,11 31,14 31,24 31,16 + 0,068

Orneklerin HPLC-UV metoduna gore analizinde ar1 zehrinin icerdigi apamin miktari

%0,84 — 2,33 araliginda degismektedir (Cizelge 4.4). TS 13126 Bal Aris1 Zehri

standardina gére apamin, kuru maddede (m/m) %1 — 3 araliindadir [151]. Bu kapsamda

ar1 zehri 5 disindaki biitlin zehirler standarda uygundur ve krem yapiminda

kullanilabilirler.
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Cizelge 4.4. Ar1 zehirlerinin (%) apamin igerigi.

Numune 1. Analiz 2. Analiz 3. Analiz Ortalama
Ar1 Zehri 1 1,85 1,91 1,85 1,87 £ 0,035
An Zehri 2 1,38 1,41 1,40 1,40 +£ 0,015
Arn Zehri 3 2,26 2,26 2,33 2,28 £ 0,040
Ar1 Zehri 4 2,02 1,96 1,96 1,98 =0,035
An Zehri 5 0,88 0,84 0,85 0,86 = 0,021
Ar Zehri 6 1,33 1,37 1,34 1,35+0,021

Analiz sonucunda ar1 zehirlerindeki fosfolipaz A2 igerikleri %9,26 — 14,83 araliginda
degismektedir (Cizelge 4.5). TS 13126 Bal Aris1 Zehri standardina gore fosfolipaz A2,
kuru maddede (m/m) %10 — 12 oranindadir [151]. Yapilan analiz sonucunda ar1 zehri 2
standart degerlerin disinda bulundu. Krem yapiminda ar1 zehri 1, ar1 zehri 3, ar1 zehri 4,

ar1 zehri 5 ve ar1 zehri 6 kullanilabilir.

izelge 4.5. A zehirlerinin (%) fosfolipaz A2 igerigi.
g 1Y g

Numune 1. Analiz 2. Analiz 3. Analiz Ortalama
An Zehri 1 11,95 12,26 12,34 12,18 £ 0,206
Ar1 Zehri 2 9,26 9,26 9,28 9,27+0,012
An Zehri 3 14,79 14,81 14,83 14,81 £ 0,020
Ar Zehri 4 11,52 11,49 11,53 11,51 +0,021
Ar1 Zehri 5 13,97 14,26 14,55 14,26 £ 0,29
Arn Zehri 6 10,43 10,46 10,51 10,47 + 0,040

HPLC cihaz1 ile melittin, apamin ve fosfolipaz A2 igeriklerine ek olarak ar1 zehirlerinin
seker oranlar1 da analiz edildi. Numunelerde seker oranini 6l¢mek i¢in fruktoz, glikoz,
sakkaroz, turanoz, maltoz, trehaloz, izomaltoz, erloz, melezitoz ve maltotrioz analizleri

yapildi. Higbir ar1 zehri numunesinde maltoz ve trehaloz tespit edilmedi.

Glikoz tayni sonucunda ar1 zehirlerindeki glikoz miktarlar1t %1,4 — 13,7 aralifinda
bulundu (Cizelge 4.6). Yapilan caligma ile ar1 zehri numunelerindeki glikoz miktarlar
arasinda biiyiik farklar oldugu belirlendi. En yiiksek glikoz icerigine ar1 zehri 5 sahipken

en diisiik glikoz igerigi ise ar1 zehri 1°dedir.
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Cizelge 4.6. Ar1 zehirlerinin (%) glikoz igerigi.

Numune 1. Analiz 2. Analiz 3. Analiz Ortalama
Ar Zehri 1 1,5 1.4 1,6 1,5+ 0,100
An Zehri 2 4,5 4,5 4,7 4,6 £0,115
Ar1 Zehri 3 2,3 2,2 2,2 2,2+0,058
Arn Zehri 4 2,6 24 2,5 2,5+0,100
Arn Zehri 5 13,4 13,4 13,7 13,5+0,173
Ar1 Zehri 6 7,5 7,7 7,5 7,6 £0,115

Fruktoz tayni sonucunda ar1 zehirlerindeki fruktoz miktarlart %1,1 — 16,2 araliginda

bulundu (Cizelge 4.7). Yapilan ¢alisma ile ar1 zehri numunelerindeki fruktoz miktarlar

arasinda biiyiik farklar oldugu belirlendi.

Cizelge 4.7. A zehirlerinin (%) fruktoz icerigi.

Numune 1. Analiz 2. Analiz 3. Analiz Ortalama
An Zehri 1 1,5 1,1 1,1 1,2+0,231
Ar1 Zehri 2 6,1 5,8 5,9 5,9+0,153
An Zehri 3 4,2 4,1 3,9 4,1 +0,153
Arn Zehri 4 3,2 3,2 3,5 3,3+0,173
An Zehri 5 16,2 16,2 15,9 16,1 +£0,173
Ar1 Zehri 6 11,5 11,7 11,6 11,6 + 0,100

Sakkaroz tayini sonucunda numunelerdeki miktarlar %0,0 — 1,3 araliginda bulundu

(Cizelge 4.8). Analiz sonucunda baz1 numunelerde sakkaroz igerigine rastlanmadi.

Cizelge 4.8. Ar1 zehirlerinin (%) sakkaroz igerigi.

Numune 1. Analiz 2. Analiz 3. Analiz Ortalama
Ar1 Zehri 1 0,0 0,0 0,1 0,0 £ 0,058
An Zehri 2 0,0 0,0 0,0 0,0 + 0,000
Arn Zehri 3 1,0 1,1 1,3 1,1 £0,153
Ar1 Zehri 4 1,1 1,2 1,2 1,2+ 0,058
Ar1 Zehri 5 0,3 0,2 0,5 0,3+0,153
Ar1 Zehri 6 0,2 0,2 0,4 0,3+0,115
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Cizelge 4.3, 4.4 ve 4.5’te yer alan melittin, apamin, fosfolipaz analiz sonuglari, Minitab19
kullanilarak %95 anlamlilik diizeyinde normallik ve iki yonli ANOVA/Tukey testi ile
degerlendirildi. Test sonucu ve gruplandirma Cizelge 4.9°da verilmistir. Melitin, apamin,
fosfolipaz degerleri bakimindan Ar1 Zehri 1, 3 ve 4 birbirine benzer ve istenilen diizeyde

kabul edilebilirken, geri kalani istenilen degerlerin digindadir.

Cizelge 4.9. Melittin, apamin, fosfolipaz A2 i¢cin ANOV A/Tukey sonugclari.

Numune Ari Zehril | Ar1 Zehri2 | Ar1 Zehri3 | Ar1 Zehri4 | Ar1 Zehri5 | Ari Zehri 6

Melitin 43,69* 26,76 43,17* 42,06a* 14,97° 31,16®

Apamin 1,87* 1,40 2,28 1,98% 0,86° 1,35%
Fosfolipaz 12,18° 9,27 14,81 11,51° 14,26 10,47

"Her 6zellik i¢in satirda farkli harfi tagiyan ortalamalar arasinda istatistiksel olarak 6nemli bir farklilik
vardir (P<0.05).

Cizelge 4.6,4.7 ve 4.8 de yer alan glikoz, fruktoz ve sakkaroz analiz sonuglari, Minitab19
kullanilarak %35 hata oran1 ile normallik ve iki yonlii ANOVA/Tukey testine tabii tutuldu.
Test sonucu ve gruplandirma Cizelge 4.10°da verilmistir. Test sonucunda glikoz, fruktoz

ve sakkaroz degerler agisindan ar1 zehri 1, 3 ve 4 arasinda 6nemli bir fark olmadigi

goriildii. Ar1 zehri 5’in en yiiksek glikoz ve fruktoz degerine sahip oldugu goriildii.

Cizelge 4.10. Glikoz, fruktoz, sakkaroz i¢in ANOVA/ Tukey sonuglari.

Numune Ari1 Zehril | Ar1Zehri2 | Ar1 Zehri3 | Ar1 Zehri4 | Ar1 Zehri5 | Ari Zehri 6
Glikoz 1,5¢ 4,6% 2,2° 2,5¢ 13,5% 7,6%
Fruktoz 1,2¢ 5,9 4,1° 3,3¢ 16,12 11,62
Sakkaroz 0,0¢ 0,00 1,1¢ 1,2¢ 0,32 0,32

"Her 6zellik icin satirda farkli harfi tasiyan ortalamalar arasinda istatistiksel olarak onemli bir farklilik

vardir (P<0.05).

Arn zehirlerinde yapilan kimyasal analizler degerlendirildi. Analizler sonucunda, alt1 ar1
zehri numunesinin ortalama melittin oran1 %33,64 olarak bulundu. Yapilan bir calismada
melittin igerigi Avrupa ar1 zehri i¢in %29,6 ve Afrika kokenli ar1 zehri 6rnekleri igin
%25,5 olarak bulunmustur [156]. Bu baglamda, numune olarak kullanilan ar1 zehirlerinin
melittin igerigi Avrupa ve Afrika kokenli ari1 zehirlerine nispeten daha yiiksektir.
Romanya'dan toplanan 5 ar1 zehri 6rneginin analiz edildigi baska bir calismada, melittin
icerigi %27,66 ile %64,22 arasinda degiserek ortalama olarak %58,45 bulunmustur [157].
Romanya caligmasina kiyasla, calismada kullanilan ar1 zehirlerinin ortalama melittin

icerigi daha azdir. Ar1 zehirlerinin igerigindeki bu farkliliklar farkli ar tiirleri yiliziinden
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kaynaklanabilmektedir [156].

Afrika bal aris1 ile yapilan bir ¢calismada zehir profili arastirilmis ve zehirdeki ortalama
fosfolipaz A2 igerigi %12,2 olarak bulunmustur [158]. Bu ¢alisma kapsaminda 6 farkl
ar1 zehri numunesinde ortalama fosfolipaz A2 igerigi bu degere yakin ¢ikti. Ancak
Romanya'dan toplanan 5 ar1 zehiri 6rneginin incelendigi bir bagka ¢alismada, 6rneklerin
fosfolipaz A2 igerigi, ortalama icerigi %15,13 olmak tlizere %10,96 - 22,86 aralifinda
bulunmustur, bu ¢alismaya oranla ¢alismadaki zehir numuneleri Romanya’daki bazi

zehirlerden yiiksek olmasina ragmen ortalama degere kiyasla daha az bulundu [157].

Ar1 zehri numunelerinin apamin miktarlart Kuzeydogu Portekiz’de yapilan bir calismayla
kiyaslandiginda Romanya’daki ¢alismaya oranla daha yakin degerler oldugu goriildii
[159, 157]. Zehir igeriklerindeki bu farkin zehirlerin iiretim mevsimindeki farkliliktan
kaynaklandig1 disiiniilmektedir c¢linkii toplam protein miktar1 bocek yasina gore
degisiklik gostermektedir. Zehir ¢ikarma i¢in yaz ve kis aylarinda 7, 14, 21, 28, 35 ve 40
giinlik Apis mellifera L. is¢i zehir bezlerinin toplam protein icerigini analiz eden bir
calismada, sonuglar yasl iscilerin zehir ¢ikarmasinin daha yiiksek oldugunu gostermistir

[160].

Ar1 zehirleri i¢in en 6nemli bilesenlerden birisi olan mellitin standarda gore karsilastirildi
ve diisiik mellitin igerigine sahip zehirlerin krem yapiminda kullanilmamasina karar
verilirken mellitin oram yiiksek olanlardan tercih yapildi. TS 13126 Bal Aris1 Zehri
standardiyla karsilastirildiginda melittinin %40 ile %50 arasinda bir degere sahip olmasi
gerektigi i¢in ar1 zehri 2 (%26,76), 5 (%14,97) ve 6 (%31,16) limit degerler disinda
kaldig1 i¢in kullanilmamasina karar verildi [151]. Mellitin agisindan yiiksek icerige sahip
olan 1 (%43,69), 3 (%43,17) ve 4 (%42,96) numarali zehir orneklerin kremlerde
kullanilabilecegi sonucuna varildi. Zehirlerin apamin igerikleri de standartla
karsilagtirildi ve %0,86 — 2,28 arasinda degerlere gore apamin agisindan 5 numarali zehir
hari¢ hepsinin uygun oldugu goriildii. Fosfolipaz A2 acisindan ise 2 numarali zehir limit
degerlerin altinda kalirken diger zehirler uygun olarak kabul edildi. Bu sebeple mellitin
icerigine gore uygun olan zehirler digerler bilesenler i¢cin de uygun ¢ikarak 1,3 ve 4
numaralt zehirlerin kremlerde kullanilabilmesinin uygunlugu kabul edildi. An
zehirlerinin seker igerikleri ise birbirlerinden ¢ok farkli oranlarda ¢iktigi gozlendi.
Zehirlerin seker igerikleri agisindan degerlendirilmesinde standarda gore glikoz ve
fruktoz toplam1 %2 ile %6 arasinda olmalidir. Bu agidan incelendiginde 2, 5 ve 6 numarali

zehirleri %6’dan daha fazla bulundu. Ar1 zehri 1°deki bilesenlerin oranlari melittin
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%43,69, apamin %1,87 ve fosfolipaz A2 %12,18 seklindedir. Glikoz miktar1 %1,5 ve
fruktoz miktari ise %1,2°dir. Ar1 zehri 1 sakkaroz igermemektedir. Ar1 zehri 3’iin igerdigi
aktif maddeler olarak %43,17 mellitin, %2,28 apamin, %14,81 fosfolipaz A2
icermektedir. Seker igerigi ise %2,2 glikoz, %4,1 fruktoz ve %1,1 sakkaroz icermektedir.
Ar zehri 4 ise tipik toz formunda, agik sar1 renkte ve %9,26 nem igerigine sahiptir.
Igerigindeki melittin oram1 %42,06 (%40-%50), apamin oram %1,98 (%1-%3) ve
fosfolipaz A2 oran1 %11,52 (%10 - %12) ile ar1 zehrinde olmasi gereken miktarlara
uygundur. An zehri 4 igerisinde %?2,5 glikoz, %3,3 fruktoz ve %]1,2 sakkaroz
icermektedir. Yapilan analizler ile kremler igin segilecek zehirlerde ilk olarak
farmakolojik olarak aktif maddeler olan mellitin, apamin ve fosfolipaz A2 g6z onilinde
tutuldu. Bu kapsamda mellitin oran1 en yiiksek ve diger bilesenler agisindan da standarda
uygun degerleri iceren 1, 3 ve 4 numarali zehirlerinin kullanilmasina karar verildi. Biitlin
zehirleri i¢in mikrobiyolojik analiz yapilirken kremlerde kullanilmasi i¢in segilen
zehirlerin mikrobiyolojik icerikleri sonraki boliimde anlatildig1 sekilde incelenerek en

uygun olani se¢ildi.

4.3. ARI ZEHRINDE MiKROBiYOLOJIK ANALIiZLER

Krem firiinlerinde kullanilacak ar1 zehirlerinde toplam aerobik mezofilik, E.coli,
Staphylococcus aureus, Candida albicans, toplam kiif ve maya gibi mikroorganizmalarin
varligr raf omrii ve kalite kriterleri acisindan 6nem arz etmektedir. Bu nedenle bu
mikroorganizmalarin mikrobiyolojik analizi sonucu kob/g cinsinden verilerek ar1
zehirlerinin mikrobiyolojik uygunlugu incelendi. Ar1 zehirlerinde yapilan toplam aerobik
mezofilik bakteri sayiminda Sekil 4.7°de goriildiigl tizere ar1 zehri 2 (A2), ar1 zehri 3
(A3), ar1 zehri 4 (A4) ve ar1 zehri 6 (A6)’da herhangi bir gelisme goézlenmedi. Ar1 zehri
1 (A1)’ de 1x10? ve ar1 zehri 5 (A5)’te 5x102 kog/g mikrobiyal gelisme gerceklesti.
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Sekil 4.7. Ar1 zehirlerinde toplam aerobik mezofilik bakteri sayimi sonuglari.

Alt1 ar1 zehri numunesi iizerinde yapilan E.coli testi sonucunda elde edilen goriiniim sekil
4.8’de gosterilmistir. Ar1 zehirlerinde gergeklestirilen E. coli sayimlarinda ar1 zehri 1, art
zehri 2, ar1 zehri 3 ve ar1 zehri 5°te 2x10? kob/g mikrobiyal gelisme gozlenir iken ar1 zehri

4’te mikrobiyal gelisme gdzlenmedi. Ar1 zehri 6’da 3x10? kob/g saymm yapildi.

Sekil 4.8.Ar1 zehirlerinde E. coli sayimi1 sonuglart.

Ar1 zehri numunelerinde gerceklestirilen Staphylococcus aureus sayimi sonuglart Sekil
4.9’da gosterilmistir. Alt1 ar1 zehri numunesinde de herhangi bir mikrobiyal geligme tespit

edilmedi.
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Sekil 4.9. Ani zehirlerinde Staphylococcus aureus sayimi sonuglart.

Alt1 adet ar1 zehri igin yapilan Candida albicans sayimi analiz sonuglart Sekil 4.10°da
gosterildigi gibi bulundu. En fazla gelisme 2x10? kob/g ile ar1 zehri 1°de gergeklesirken
ar1 zehri 5’te ise 1x10? kob/g mikrobiyal gelisme gdzlendi. Ar zehri 2, ar1 zehri 3, ar1
zehri 4 ve ar1 zehri 6’da herhangi bir gelisme gerceklesmedi.

Al 6% 26820 ‘A2 0 110848  H3pE* ra0sad

Sekil 4.10. Ar1 zehirlerinde Candida albicans sayimi sonuglari.

Ar zehirlerinde yapilan toplam kiif ve maya sayimi analizinde Sekil 4.11°de goriilen
sonuglar elde edildi. Ar1 zehri 1 ve ar1 zehri 4 ile yapilan ekim sonucunda herhangi bir
kiif ve maya gelisimi gézlenmedi. Ar1 zehri 2°de 2x10*kob/g kiif gelisirken ayn1 zamanda
5x10? kob/g maya gelismesi tespit edildi, ar1 zehri 3’te ise toplam kiif 1x10? kob/g ve
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toplam maya 2x10% kob/g olarak sayildi. Ar1 zehri 5 ile yapilan sayim sonucunda kiif ve
maya igin sirastyla 1x10% kob/g ve 4x10% kob/g sonuglarina varildi. 7x10* kob/g kiif ve
6x10? kob/g maya gelismesi gosteren ar1 zehri 6°da en ¢ok kiif ve maya gelismesi tespit

edildi.
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Sekil 4.11. An zehirlerinde toplam kiif ve maya sayimi sonuglari.

Alt1 an zehri i¢in gerceklestirilen toplam aerobik mezofilik bakteri, E. coli,
Staphylococcus aureus, Candida albicans ve toplam kiif ve maya saymmi sonuglari
Cizelge 4.11°da gosterildigi sekildedir. Ari zehirlerinde gergeklestirilen kimyasal
analizler sonucunda ar1 zehri 1, ar1 zehri 3 ve ar1 zehri 4 krem {iretimi i¢in uygun bulundu.
Yapilan mikrobiyolojik analizler sonucunda ar1 zehri 1°de aerobik mezofilik bakteri, E.
coli ve Candida albicans; ar1 zehri 3’te ise E.coli, kiif ve maya gelisimi gozlendigi i¢in
krem iiretimi i¢in uygun bulunmadi. Ar1 zehri 4’te ise mikrobiyolojik analizler sonucunda
herhangi bir mikrobiyal gelisme gdzlenmedi, bu sebeple krem formiilasyonlarinda ar1

zehri 4’Uin kullanilmasina karar verildi.

Cizelge 4.11. An zehirlerinde mikrobiyolojik analiz sonuglari.

Toplam E.coli Staphylococcus Candida Toplam Toplam
Aerobik (kob/g) aureus albicans Kiif Maya
Mezofilik (kob/g) (kob/g) (kob/g) (kob/g)
Numune (kob/g)
Ar1 Zehri 1 1x10? 2x10? 0 2x10? 0 0
Ar1 Zehri 2 0 2x10? 0 0 2 x10? 5x10?
Art Zehri 3 0 2x10? 0 0 1 x10% 2 x10?
Ar1 Zehri 4 0 0 0 0 0 0
Ar1 Zehri 5 5x10? 2x10? 0 1x10? 1 x10% 4 x10?
Ar1 Zehri 6 0 3x10? 0 0 7 x10? 6 x10?




4.4. KREM FORMULASYONU

Arn zehirlerinde yapilan fiziksel, kimyasal ve mikrobiyolojik analizler degerlendirilerek
krem iiretimi i¢in en uygun zehir olan “Ar1 Zehri 4” secildi. Yiiz, el, ayak ve viicut kremi
formiilasyonlar1 Faz A, Faz B ve Faz C olarak ii¢ fazdan olusmaktadir. Eklem kremi ise
Faz A ve Faz B olmak iizere iki faz igermektedir. Faz A’da ¢oziicii madde, nemlendirici,
viskozite kontrolii ve etken maddeler bulunmaktadir. B fazinda emiilsifiyer, yumusatici,
cilt bakimi saglayicilar ve vitaminler bulunmaktadir. Faz C ise koruyucu madde ve
parfiim igermektedir. Krem formiilasyonlarinda etken madde olarak ar1 zehri ve yardimci
etken maddeler olarak ar1 siitii ve bal kullanildi. Coziicii madde olarak biitiin
formiilasyonlarda deiyonize su kullanilirken nemlendirici olarak da gliserin tercih edildi.
Tiim formiilasyonlarda etken madde olarak ar1 zehri %0,1 ve yardimci etken maddeler
olarak ar1 siitii %1 ve bal %0,45 oranlarinda, koruyucu olarak ise propolis %0,3 oraninda
ve parfiim olarak %1 oraninda yasemin yag1 kullanildi. Kremler i¢in duyusal kontrolde
uygun ¢ikan ve 10 goniillii lizerinde yapilan testlerden en ¢ok puan alan ve karsilastirma
testi sonucuna gore uygun ¢ikan formiilasyonlar secildi. Cizelge 4.12°deki gontilliiler
lizerinde yapilan test sonuglarina gére 9 farkh yiiz kremi formiilasyonu siiriilebilme,
kivam ve koku gibi ¢esitli parametrelere gore degerlendirildi. Goniilliitesti sonucunda bu
formiilasyonlar arasindan 72 puan ile en yiiksek puani alarak yiiz kremi prototipi i¢in 1.

Formiilasyon secildi.

Cizelge 4.12. Yiiz krem formiilasyonlar1 goniillii testi sonuglari.

Parametre Ortalama Sonuglar
1. 2. 3. 4, 5. 6. 7. 8. 9.
Formiil | Formiil | Formiil | Formiil | Formiil | Formiil | Formiil | Formiil | Formiil
Siiriilebilme 8 6 5 7 5 9 8 6 6
Kivam 6 7 4 5 8 6 7 7 5
Goriiniis 9 9 8 9 9 9 9 8 9
Kasmt1 10 10 9 10 9 9 10 8 10
(0 var, 10
yok)
Kizariklik 10 10 10 10 10 9 10 10 10
(0 var, 10
yok)
Sikilastirict 9 6 7 8 9 7 6 6 7
Etki
Koku 10 10 10 10 10 10 10 10 10
Pirazlulik 10 9 9 8 8 9 10 10 9
(0 var, 10
yok)
Toplam 72 67 62 67 68 68 70 65 66
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Segilen yiiz kremi formiilasyonunda nemlendirici olarak gliserin %2, emiilsifiyer olarak
stearil alkol %3 ve akoline GC %3 oraninda bulunmaktadir. Viskozite kontrolii i¢in
keciboynuzu zamki, yumusatici olarak ise Lipex Shealight (%7) ve jojoba yagi (%2)
kullanildi. Formiilasyonda etken madde olarak ek olarak E vitamini ilave edildi. Yiiz

kremi yumusak bir formdadir ve kullanilan bilesenlerin oranlari Cizelge 4.13’°de

goriildigi sekildedir.

Cizelge 4.13. Yz kremi icin son formiilasyon (1. Formiilasyon).

Hammadde Ticari International Nomenclature of Cosmetic %
Ismi Ingredients (INCI) Fonksiyon (Yiizde)
FAZ A
Coziicli Madde
Deiyonize Su Aqua (Solvent) 79,40
Keciboynuzu . . .
Zamki Ceratonia Siliqua Gum Vikegi= Kontroli 0,25
Nemlendirici
Gliserin Glycerin 2,00
Etken Madde
An Siitii Royal Jelly Extract (Aktif) 1,00
Etken Madde
Bal Honey (Aktif) 0,45
Etken Madde
Ar1 Zehri Bee Venom (Aktif) 0,10
FAZB
Stearil Alkol Cetearyl Alcohol Emiilsifiyer 3,00
Yumusatici
. . . Emiilsifiyer
Akoline GC Hydrogenated Vegetable Glycerides Citrate Cilt Bakimi
D leyici
engeleyici 3.00
Yumusatici
Lipex Shealight Shea Butter Ethyl Esters Cilt Bakim 7,00
Jojoba Yagi Simmondsia Chinensis (Jojoba) Seed Oil Yumusatici 2,00
E Vitamini Tocopherol Etken Madde (Aktif) | 0,50
FAZ C
Propolis Ekstrakti Propolis Extract Koruyucu 0,30
Yasemin Yagi Jasminum Officinale (Jasmine) Oil Parfiim 1,00
Toplam: 100,00

Viicut kremi i¢in deneme formiilasyonlar1 arasindan yapilan goniillii testleri sonucunda

Cizelge 4.14°de goriilecedi iizere en yiiksek puani alan ve duyusal testten de basarili olan

2. Formiilasyon secildi.
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Cizelge 4.14. Viicut krem formiilasyonlar1 goniillii testi sonuglari.

Parametre Ortalama Sonuglar
1. 2. 3. 4, 5. 6. 7. 8. 9.
Formiil | Formiil | Formiil | Formiil | Formiil | Formiil | Formiil | Formiil | Formiil
Siiriilebilme 9 9 8 8 7 9 8 8 8
Kivam 10 10 9 9 8 10 9 9 9
Goriiniis 9 10 9 9 10 10 10 9 10
Kasinti 10 10 10 10 10 10 9 10 9
(0 var, 10
yok)
Kizariklik 8 9 9 9 8 8 10 9 8
(O var, 10
yok)
Sikilagtirict 9 10 8 9 10 9 9 8 10
Etki
Koku 10 10 10 10 10 10 10 10 10
Piiriizlilik 10 10 9 9 8 10 9 9 9
(0 var, 10
yok)
Toplam 75 78 72 73 71 76 74 72 73

Viicut kremi formiilasyonunda nemlendirici olarak gliserin %2, emiilsifiyer olarak stearil

alkol %3 ve akoline GC %5 oraninda kullanildi. Viskozite kontrolii i¢in kegiboynuzu

zamki, yumusatic1 olarak ise Lipex Shealight (%5) ve jojoba yag1 (%2) kullanildi.

Formiilasyonda etken maddelere ek olarak E vitamini ilave edildi ve yumusak bir

formiilasyon elde edildi. Viicut kremi i¢in se¢ilen formiilasyon ve bilesen oranlar1 Cizelge

4.15’de verildigi gibidir.

Cizelge 4.15. Viicut kremi i¢in son formiilasyon (2. Formiilasyon).

Hammadde Ticari International Nomenclature of Cosmetic %
Ismi Ingredients (INCI) Fonksiyon (Yiizde)
FAZ A
Coziicii Madde
Deiyonize Su Aqua (Solvent) 77,40
Kegiboynuzu . . .
Zamki Ceratonia Siliqua Gum Viskozite Kontrolii 0,25
Gliserin Glycerin Nemlendirici 2,00
Etken Madde
Arn Siitii Royal Jelly Extract (Aktif) 1,00
Etken Madde
Bal Honey (Aktif) 0,45
Etken Madde
Ar1 Zehri Bee Venom (Aktif) 0,10
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Cizelge 4.15. (devam) Viicut kremi i¢in son formiilasyon (2. Formiilasyon).

FAZB
Stearil Alkol Cetearyl Alcohol Emiilsifiyer 3,00
Yumusatici
Akoline GC Hydrogenated Vegetable Glycerides Citrate I(Ejirlltu]lgs;f(il};zl;
Dengeleyici 5.00
Yumusatici
Lipex Shealight Shea Butter Ethyl Esters Cilt Bakim 5,00
Yumusatici
Jojoba Yag1 Simmondsia Chinensis (Jojoba) Seed Oil 4,00
E Vitamini Tocopherol Etken Madde (Aktif) 0,50
FAZ C
Propolis Ekstrakti Propolis Extract Koruyucu 0,30
Yasemin Yag1 Jasminum Officinale (Jasmine) Oil Parfiim 1,00
Toplam: 100,00

Ayak kremi i¢in yapilan goniillii ve duyusal testler sonucunda en yiiksek puani alan 1.

Formiilasyonun kullanilmasina karar verildi (Cizlege 4.16).

Cizelge 4.16. Ayak krem formiilasyonlar1 goniillii testi sonuglari.

Parametre Ortalama Sonuglar
1. 2. 3. 4. 5. 6. 7. 8. 9.
Formiil | Formiil | Formiil | Formiil | Formiil | Formiil | Formiil | Formiil | Formiil
Siiriilebilme 10 9 10 7 8 8 7 9 8
Kivam 10 9 10 9 7 8 9 8 9
Gorliniis 10 9 10 8 6 7 9 8 7
Kasmt1 10 10 9 10 9 10 10 9 10
(0 var, 10
yok)
Kizariklik 10 10 9 10 10 9 9 9 10
(0 var, 10
yok)
Sikilastirict 6 3 2 5 3 3 3 4 5
Etki
Koku 10 10 10 10 10 10 10 10 10
Pirtzlilik 10 10 8 8 9 10 8 8 9
(0 var, 10
yok)
Toplam 76 70 68 67 62 65 65 65 68
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Ayak kremi icin segilen formiilasyonda nemlendirici olarak gliserin %3, emiilsifiyer

olarak %8 oraninda bentonit kullanildi. Viskozite kontrolii i¢in NaCl, yumusatic1 olarak

ise jojoba (%4) ve shea yaglar1 (%12) icermektedir. Orta kivamda bir formiilasyon

olusturuldu ve ayak formiilasyon bilesen oranlar1 Cizelge 4.17°deki gibidir.

Cizelge 4.17. Ayak kremi i¢in son formiilasyon (1. Formiilasyon).

Hammadde Ticari International Nomenclature of Cosmetic %0
Ismi Ingredients (INCI) Fonksiyon (Yiizde)
FAZ A
Coziicii Madde
Deiyonize Su Aqua (Solvent) 69,60
Gliserin Glycerin Nemlendirici 3,00
NaCl Sodium Chloride Viskozite Kontrolii | 5
Etken Madde
Ar Siitil Royal Jelly Extract (Aktif) 1,00
Etken Madde
Bal Honey (Aktif) 1,00
Etken Madde
An Zehri Bee Venom (Aktif) 0,10
FAZ B
Bentonit Bentonite Emiilsifiyer 8,00
Yumusatici
Jojoba Yagi Simmondsia Chinensis (Jojoba) Seed Oil 4,00
Yumusatici
Shea Yag1 Butyrospermum Parkii (Shea Butter) Cilt Bakimi 12,00
FAZ C
%15 Propolis Propolis Extract Koruyucu 0,30
Yasemin Yagi Jasminum Officinale (Jasmine) Oil Parfim 0,50
Toplam: 100,00

Cizlege 4.18’de verilmis el kremi i¢in yapilmis olan goniillii testleri sonucuna gore

digerlerine oranla 77 puan alarak en yiliksek puani alan 3. Formiilasyon krem yapimi

secildi.
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Cizelge 4.18. El krem formiilasyonlar1 goniillii testi sonuglari.

Parametre Ortalama Sonuglar
1. 2. 3. 4, 5. 6. 7. 8. 9.
Formiil | Formiil | Formiil | Formiil | Formiil | Formiil | Formiil | Formiil | Formiil
Siiriilebilme 9 9 9 8 10 9 9 8 9
Kivam 8 7 9 8 9 9 10 7 9
Goriiniis 9 8 9 8 7 9 10 8 9
Kasinti 10 10 10 10 10 10 10 10 10
(0 var, 10
yok)
Kizariklik 10 10 10 10 10 10 10 10 10
(0 var, 10
yok)
Sikilagtirict 9 9 10 8 10 9 8 10 8
Etki
Koku 10 10 10 10 10 10 10 10 10
Piiriizlilik 10 10 10 10 9 10 9 9 9
Toplam 75 73 77 72 75 76 76 72 74

El kremi i¢in secilen formiilasyonda nemlendirici olarak gliserin %3, emiilsifiyer olarak

%7 oraninda bentonit kullanildi. Viskozite kontrolii i¢in NaCl kullanilirken, yumusatici

olarak ise jojoba (%5) ve shea yaglari (%12) icermektedir. El kremi de ayak kremi gibi

orta kivamli bir formiilasyona sahiptir ve el formiilasyon bilesen oranlar1 Cizelge 4.19°da

goriildiigii sekilde olusturuldu.

Cizelge 4.19. El kremi i¢in son formiilasyon (3. Formiilsyon).

Hammadde Ticari International Nomenclature of Cosmetic %
Ismi Ingredients (INCI) Fonksiyon (Yiizde)
FAZ A
Coziicii Madde
Deiyonize Su Aqua (Solvent) 69,60
Gliserin Glycerin Nemlendirici 3,00
Etken Madde
Arn Siitii Royal Jelly Extract (Aktif) 1,00
NaCl Sodium Chloride Viskozite Kontrolii 0,50
Etken Madde
Bal Honey (Aktif) 1,00
Etken Madde
Arn Zehri Bee Venom (Aktif) 0,10
FAZ B
Bentonit Bentonite Emilsifiyer 7,00
Yumusatici
Jojoba Yagi Simmondsia Chinensis (Jojoba) Seed Oil 5,00
Yumusatici
Shea Yag1 Butyrospermum Parkii (Shea Butter) Cilt Bakimi 12,00
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Cizelge 4.19. (devam) El kremi i¢in son formiilasyon (3. Formiilsyon).

FAZC
%15 Propolis Propolis Extract Koruyucu 0,30
Yasemin Yagi Jasminum Officinale (Jasmine) Oil Parfim 0,50
Toplam: 100,00

Eklem kremi i¢in gerceklestirilen goniillii testi sonuglarina gore, Cizelge 4.20, en yiiksek

puant alan 1. Formiilasyon secilerek eklem kremi prototip iiretimine gegildi.

Cizelge 4.20. Eklem krem formiilasyonlar1 goniillii testi sonuglari.

Parametre Ortalama Sonuclar
1. 2. 3. 4, 5. 6. 7. 8. 9.
Formiil | Formiil | Formiil | Formil | Formil | Formiil | Formiil | Formiil | Formil
Siiriilebilme 10 10 8 7 8 9 9 8 7
Kivam 7 5 8 4 7 6 4 5 5
Goriiniis 8 8 9 5 6 5 6 7 7
Kasint1 10 10 10 9 8 9 8 10 10
(0 var, 10
yok)
Kizariklik 10 9 10 10 9 7 8 9 10
(0 var, 10
yok)
Sikilastiric 6 4 4 5 3 4 3 3 3
Etki
Koku 10 10 10 10 10 10 10 10 10
Pirazlulik 10 9 9 8 9 7 9 8 8
(0 var, 10
yok)
Toplam 71 65 68 58 60 57 57 60 60

Eklem kremi i¢in se¢ilen formiilasyonda viskozite kontrolii i¢in %14 oraninda bal mumu,
yumusaticit olarak ise shea yagi (%20) ve zeytinyagi (%58,5) icermektedir. Krem
formiilasyonlar1 igerisinde en yogun kivama sahip olan eklem kreminin igerik bilgileri

Cizelge 4.21°de goriildiigi sekildedir.

Cizelge 4.21. Eklem kremi i¢in son formiilasyon (1. Formiilasyon).

Hammadde Ticari International Nomenclature of Cosmetic %
Ismi Ingredients (INCI) Fonksiyon (Yiizde)
FAZ A
Viskozite
Bal Mumu Beeswax Kontroli 14,10
Yumusatict
Shea Yag1 Butyrospermum Parkii (Shea Butter) Cilt Bakimi 20,00

78



Cizelge 4.21. (devem) Eklem kremi i¢in son formiilasyon (1. Formiilasyon).

Ar Siiti Royal Jelly Extract Etken Madde (Akdif) 1,00
Zeytin Yagi Olea Europaea (Olive) Oil Yumusatici 58,50

Bal Honey Etken Madde (Aktif) 5,00

Ar1 Zehri Bee Venom Etken Madde (Aktif) 0,10

FAZ B
Propolis Ekstrakt: Propolis Extract Koruyucu 0,50
. - . - . . Parfiim

Yasemin Yag1 Jasminum Officinale (Jasmine) Oil 1,00

Toplam: 100,00

Gondillii testleri sonucunda secilen krem formiilasyonlari i¢in ayni formiilasyonda yeni
kremler hazirlanarak arasindaki farkliliklar incelendi. Bir aylik kullanilan ve yeni
iretilmis formiilasyonlar duyusal karsilastirildiginda bir aylik kullanimdan sonra
herhangi bir degisim gozlenmedi. Bdylece goniilli testi sonucunda segilen
formiilasyonlarin kullanimina karar verildi. Karar verilen formiilasyonlar ile ar1 zehrinin
antiinflamatuar ve agri kesici etkilerinden yararlanilarak ayrica balm kivamindan dolay1
ylizeyde uzun siire kalic1 bir bariyer olusturma 6zelliginden de yararlanilarak el, ayak,

yliiz, viicut ve eklem kremleri olusturmak iizere prototip iirlinler gelistirilmeye baslandi.

Art zehri kremlerinin igeriklerinin karsilagtirilmasi igin ar1 {irlinleri igerikli kremler
incelendi. Yapilan bir ¢alisma kapsaminda kozmetik formiilasyonda emiilsiyon bazina
bal ve ar1 iirlinleri katilarak formiilasyonlar hazirlanmistir. Emiilsiyon bazi su, parafin,
stv1 parafin, stearil alkol, laureth 4, sodyum hidroksit, karbomer, metil paraben ve propil
parabenden olusmaktadir. Bunlara ek olarak %5 ve %10 olarak ¢icek ve orman bali, %2
ve %10 oraninda gliserin-su-mel 6zii ve su-mel 6zii, %1 ve %3 oraninda balmumu, %0,5
oraninda ar siitii ve %1 oraninda propolis eklenmistir [161]. Oncelikle mevcut
formiilasyonda parafin, paraben ve karbomer gibi insan saglig1 i¢in zararli olabilecek
bilesenler bulunmaktadir. Ari1 zehirli kremlerin igeriginde bu tarz bilesenlere yer
verilmedigi gibi biitlin krem formiilasyonlarinda tamamen dogal bilesenler kullanildi.
Ayrica ¢alisma kapsaminda emiilsiyon bazina bal, balmumu, ar1 siitii ve propolis ayr1 ayri
eklenmigtir. Ar1 zehirli kremlerde eklem kremi disinda bal, ar1 siitii ve propolis beraber
kullanilirken eklem kreminde bal, ar siitii, propolis ve balmumu bir arada kullanilmistir.

Boylece tek basina etken madde goérevi goren ve her birinin ayr1 olarak cilt tizerindeki
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etkilerinin kanitlanmis oldugu ari {iriinlerinin bir arada kullanilmasiyla sinerjik bir etki
olusturuldu. Calisma kapsaminda balin gliserinle beraber kullanilmasi nemlendirici
ozelligin %60 oraninda arttirmasini saglamistir [161]. Ar1 zehirli kremlerin bal igeriginin
mevcut formiilasyondan daha diisiik olmasina karsin kullanilan gliserinin oraninin daha
yiiksek olmasi sebebiyle nemlendirici 6zelligin yiiksek olmasi muhtemeldir. Ayrica
calisma ile daha yiliksek konsantrasyonlarda ari iirlinii iceren formiilasyonlarin
nemlendirme 6zelliginin daha fazla oldugu; diisiik konsantrasyonlu olanlarin ise dort saat
maruziyet sonrasinda tercih edilebilir oldugu goriilmiistiir [161]. Art zehirli kremlerin
iceriginde daha diisiik oranda bal ve propolis bulunurken balmumu ve ar1 siitii igerigi
bakimindan yliksek konsantrasyona sahiptir. Ek olarak ar1 zehri igermesi ile de kremlerin

nemlendirici 6zelliginin yiiksek oldugu sonucuna varilabilir.

Bagka bir ¢aligmada ise i¢eriginde propolis bulunan krem, krem-jel ve jel formiilasyonlar1
gelistirilmistir. Caligma kapsaminda iki farkli krem formiilsayonu ¢alisilmis olup birinci
formiilasyonu %10 kendini emiilsifiye edici mum, %1 izodesil oleat, %1 izopropil
palmitat, %2 Macadamia yag1, %5 propilen glikol, %3 gliserol, %0,5 fenoksietanol ve
parabenler ve %77,5 suya %2,5 oraninda propolis ilavesiyle elde edilmistir. Ikinci
formiilasyon ise %8 kendini emiilsifiye edici mum, %]1,5 izodesil oleat, %1,5 izopropil
palmitat, %35 propilen glikol, %3 gliserol, %0,5 fenoksietanol ve parabenler ve %80,5
suya %2,5 oraninda propolis eklenerek olusturulmustur [162]. Propolis igerikli krem
formiilasyonlarinda kullanilan fenoksietanol kremde koruyucu 6zellik gostermesi i¢in
kullanilmaktadir. Bu bilesen sentetik bir koruyucu olurken ar1 zehirli kremlerde
fenoksietanol ve paraben gibi sentetik bilesenler kullanilmadi, koruyucu etkinlik ar1 zehri
ve propolis tarafindan dogal bilesenler ile saglandi. Ar1 zehirli kremlere oranla propolis
orani yiiksek bir krem formiilasyonu gelistirilmistir. Bu sebeple calisma kapsaminda
kremin saglamis oldugu antioksidan aktivite ve deriye niifuz orani propolis tarafindan
daha az saglanmis olsa da ar1 zehri, bal ve art siitii ile bu etkilere katki sagland1. Propolisli
krem formiilasyonu igerisinde cildin ithtiya¢ duydugu besin ve nemi saglamasi igin gerekli
bilesenler bulunmazken ar1 zehri kremlerin icerigine cesitli vitamin ve yaglar eklenerek
cildin beslenmesine yardimeci olundu. Ayrica propolise ilave olarak ar1 zehri, bal ve ar

stitii ile kremlerin etkinligi arttirilarak ¢ok yonlii bir kullanim alan1 saglandi.

Krem formiilasyonlarinin degerlendirilmesi i¢in literatiirdeki diger ar1 zehri igeren
formiiller incelendiginde yapilan bir ¢alismada ar1 zehri serumu ile yaglanmaya kars1 bir

etki saglanmaya caligilmistir. Kirigiklik karsiti olan serumun igeriginde %90 oraninda su,
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%06 biitilen glikol, %3 alkol, %0,3 polietilen glikol, %0,1 metil paraben, %0,08 sodyum
sitrat, %0,055 koku, %0,05 etilendiamintetraasetik asit, %0,03 allantoin, %0,02 sitrik asit
ve %0,006 ar1 zehri bulunmaktadir [65]. Serum formiilasyonuna en yakin kivamda
yumusak formdaki yliz ve viicut kremleri gelistirildi. Yumusak formiilasyonlarin
iceriginde %0,25 kec¢iboynuzu zamki, %2 gliserin, %3 stearil alkol, %0,5 E vitamini, %1
koku, %0,3 propolis, %1 ar1 siitii, %0,45 bal ve %0,1 ar1 zehri kullanildi. Yiiz kremi i¢in
ayrica %79.,4 su, %3 akoline, %7 shea ve %2 jojoba yagi kullanilirken; viicut kremi i¢in
ise %77,4 su, %5 akoline, %5 shea ve %4 jojoba yagi kullanildi. Serum ve yumusak krem
formiilasyonlar1 karsilastirildiginda serumun igeriginde polietilen glikol, metil paraben ve
etilendiamintetraasetik asit gibi zararli kimyasallar bulunmaktadir. Bu tiir bilesenler ciltte
zaman i¢inde hasara yol acarken ayn1 zamanda kanser riski tasimaktadirlar. Ar1 zehri
kremlerinin igeriginde bu tiir bilesenler bulunmadig1 gibi tamamen dogal bilesenler ile
tiretildi. Ayrica serumun igeriginde cilt i¢in faydali gliserin, E vitamini, shea ve jojoba
yag1 gibi cildin dogal yollardan beslenmesini saglayacak etkenler kullanilmamistir. Ar1
zehri kremlerinde zehrin etkisinin yani sira bu tiir bilesenlerle cildin ihtiya¢ duydugu nem,
besin ve bakim saglandi. Ar1 zehri icerikli krem formiilasyonunda daha yiiksek bir etki
icin ar1 zehrine ek olarak propolis, ar1 siitii ve bal kullanildi. Ek olarak ar1 zehri orani
serumda %0,006 iken kremlerde %0,1 oraninda kullanildi. Boylece kremlerin serumdan
daha etkili olabilecegi sonucuna varilabilir. %0,006’lik oran ile ar1 zehirli serumun
kinisikliklar tizerindeki etkisinin kanitlanmasi ile %0,1°lik kremin de kirisikliklar i¢in
etkili olabilecegi ve yardimci etken maddeler ile sadece kirisiklikla kalmayip baska
sorunlar karsisinda da etkili olacagi sdylenebilir. Ayni krem formiilasyonu ile yapilan
baska bir ¢alismada serumun akne olusumuna sebep olan mikroorganizma iizerinde
inhibe edici bir 6zelligi oldugu dogrulanmistir [163]. Bu calisma baz alindiginda
icerigindeki ytiksek ar1 zehri ile viicut ve yliz kremlerinin de akne gelisimini 6nlendigi

sonucuna varilabilir.

Arn zehri icgerikle krem patentleri incelendiginde RU2163118C1 numarali patentin
%11,45 - %14,8 balmumu propolis, %0,5 dimetil siilfoksit, %5,25 - %5,5 yaban turpu
tentiirli, %3,8 propolis ekstrakt (Pegus), %0,002 - %4,17 ar1 tentiirii veya ar1 zehri,
%73,75 - %74,3 bitkisel yaglar ve %1,08 - %1,1 oraninda kafur yagi bulunduran bir masaj
kremi oldugu goriildii [164]. Patent igeriginde bulunan dimetil siilfoksit (dimexide),
analjezik ve antiseptik etkilere sahip olan bir ilagtir. Bu sayede ar1 zehriyle beraber

romatoid artrit ve osteoartroz durumunda masaj i¢in kullanilmistir. Buna karsin ar1 zehirli
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krem kompozisyonu icerisinde hicbir ilag ve kimyasal kullanilmayarak bu etki basta ar1
zehri olmak {izere cesitli ar1 lUriinlerinin bir arada kullanilmasi ile saglandi ve krem
igcerikleri tamamen dogal bilesenlerle hazirlandi. Patent iceriginde olmayan ve ar1 zehirli
krem formiilleri kapsaminda kullanilan etken maddelerden ar1 siitii ve bal ile anti
inflamatuar etki arttirilirken yara ve egzama gibi ¢esitli cilt sorunlara da etki saglandi.
Ayrica ar1 zehirli krem kapsamindaki cesitli yaglar, gliserin ve E vitamini ile cildin dogal

bir sekilde nemlendirilmesi ve beslenmesi saglandi.

Incelenen US20120128784A1 numaral1 baska bir paten kapsaminda sivilceye sebep olan
bakteriye kars1 antibakteriyel aktivite gdsteren ve akne olusumunu onlemek ve tedavi
etmek i¢in bir formiilasyon gelistirilmistir. Ar1 zehri i¢erikli krem formiilasyonlarinda ar1
zehri, sitosterol, polygliserin 2-oleate, seramit, stearat, kolesterol, disetil fosfat, gliserin,
aycicegi yagi, korboksivinil polimer, ksantan gum, trietanolamin, parfiim ve su
bulunmaktadir. Patent kapsaminda nemlendirici olarak trietanolamin kullanilmistir [165].
Kremlerde nemlendirici 6zelligi i¢in kullanilan bu bilesigin kanserojen etkisi oldugu
bilinmektedir. Ote yandan ar1 zehirli kremlerde bu tiir kanserojenlere yer verilmeyerek
nemlendirme etkisi gliserin ve dogal yaglar ile saglandi. Ayrica patent kapsaminda
olmay1p ar1 zehri kremlerde bulunan etken maddelerden propolis, ar1 siitli ve bal ile diger
cilt sorunlarina ¢oziim saglanirken cesitli yag, E vitamini ve balmumu ile ar1 zehrinin

etkilerine ek olarak cildin ihtiya¢ duydugu bilesenler saglandi.

Yapilan RU2180836C1 numaral1 bagka bir ¢alismada iceriginde ar1 zehri, propolis, bal
ve balmumu bulunan bir anti sklerotik krem formiilasyonu gelistirilmistir. Patent
igeriginde %0,0001-0,0002 oraninda ar1 zehri, %5-6 propolis mumu ve %3,5 propolis
ekstrakti, %20-24 bal, %0,4 polen ekstrakti, %8 balmumu, %12 lanolin, %45-50 yag fazi
ve geri kalani su olacak sekilde bir formiilasyon gelistirilmistir. Bu krem formiilasyonu
kardiyovaskiiler, omurga, beyin, isitsel hastaliklar ve yiiz sinirlerini dnlemek ig¢in
gelistirilmistir. Gelistirilen kremlerin biyolojik olarak icerigindeki aktif bilesenleri
sebebiyle beyindeki metabolik siireglere, anti sklerotik, analjezik ve anti inflammatuar
diizensizliklere kars1 olumlu yonde etki ettigi belirtilmistir [166]. Patent kapsaminda
gelistirilen bu kremin igerigindeki etken maddelere bakildiginda ar1 zehri igeriginin ar1
zehirli kreme oranla oldukg¢a diisiik oldugu goriildii. Buna karsin propolis, bal ve
balmumu igerigi daha fazladir. Bu sebeple kremin ar1 zehrinin etkilerinden daha c¢ok
yardimci etken maddelerin etkilerinin oldugu, bdylece zehir etkisi olarak ar1 zehirli

kremlerden daha az etki edecegi soylenebilir. Bunun yani sira ar1 zehirli kremden farkl
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olarak patent formiilasyonu igerisinde ar1 siitii kullanilmamustir. Art siitii kullanim ile
kreme kollajen iiretimi destegi ve kirigiklik dnleyici 6zellikler kazandirildi. Ayrica ari
zehirli krem igerigine eklenen vitamin ve gliserin ile cildin ihtiyag duydugu nem,

beslenme ve yumusama saglanmis oldu.

KR20120038699A numarali patentte akne tedavisi i¢in kullanilabilecek ar1 zehirli
kozmetik bir formiilasyon gelistirilmistir. Bu formiilasyonda %0,001-0,05¢e seyreltilmis
agirlik olarak %0,00001-0,01 ar1 zehri bulunmaktadir. Buna ek olarak igerisine ayni
zamanda ar siitli, cay agact 0zli ve cay agaci yagi ilave edilebilen formiilasyon
nanoemiilsiyon teknolojisi kullanilarak olusturulmustur. Akne tedavisi i¢in leke serumu
ar1 zehri, ar1 siitii ve ¢ay agacina ek olarak %7 gliserin, %5 cyclomethicone, %4 dipropilen
glikol, %0,6 poliakrilamid, %0,3 izoparafin, %0,12 laureth 7, %0,5 betaine, %04
karbomer, %0,4 trietanolamin, %0,2 pantenol, %0,2 metilparaben, %0,15 fenoksietanol,
%0,1 biberiye ekstrakti, %0,1 EDTA, %0,1 allantoin ve geri kalani su olacak sekilde
gelistirilmistir. Bu formiilasyonun stabilizasyon testinde 40°C, -2°C ve -10°C'de 2 ay
boyunca stabilite kaldigi gozlenmistir. Formiilasyonun etkinliginin anlasilmasi i¢in
antiinflammutar etki, akne tedavisi ve 6nleme etkisi tizerine klinik ¢alisma yiirtitilmiistiir.
Bu c¢aligma sonucunda serumun akne tedavisi ve onleyici aktivitesinin yiiksek bir etkiye
sahip oldugu dogrulanmistir. Ayn1 zamanda c¢alisma ile yetigkin sivilcelerinin yani sira
ergenlik donemi sivilceleri tizerinde de etkili oldugu soylenmistir [167]. Bu calisma ile
formiilasyondaki ar1 zehri oranindan yiiksek miktarda zehir kullanilarak gelistirilen ar1
zehirli kremlerin akne tedavisi amaciyla da kullanilabilecegi goriilmektedir. Ayrica
icerisindeki bal, balmumu ve propolis gibi yardimci etken maddeler ile de kreme
serumdan farkli bir¢cok 6zellik kazandirilmistir. Ayrica serumun igerisinde birgok cilt igin
zararlh kimyasal kullanilirken kremlerde bu tiir bilesenlerin hi¢birine yer verilmeyerek

tamamen dogal formiilasyonlar gelistirildi.

Arn zehri igerikli deri i¢in topikal bir formiilasyon gelistirilen EP3036011B1 numarali
patent kapsaminda kralige arinin ar1 zehri kullanilmistir. Gelistirilen formiilasyon krem,
jel, swvi, yag veya macun kivaminda kullanilabilmektedir. Gelistirilebilecek
formiilasyonlarda %0,11-%50 araliginda ar1 zehri kullanimi olabilecegi gibi icerisinde
propolis, bal, bal mumu, ar1 poleni ve art siitii kullanilabilecegi belirtilmistir. Koruyucu
olarak metilkloroizotiyazolinon igermektedir ve bu bilesen alerjik bir etki
olusturabilmektedir. Ar1 zehri kremlerinde herhangi bir koruyucu ilavesi olmadi yalnizca

ar1 zehri ve propolisin koruyucu etkilerinden yararlanildi. Kralige ar1 zehrinin normal ar1
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zehirlerinden en 6nemli farki igeriginde kortizol bulunmasinin yani sira mellitin igeriginin
cok daha yiiksek olmasidir. Igerigindeki ekstra bilesenler ve etken maddelerin fazlahig
sebebiyle ciltte daha etkili sonuglar vermektedir. Bu sebeple ar1 zehri igerikli kremlere
oranla etkisinin daha yiiksek olmas1 muhtemeldir. Fakat ayn1 zamanda krali¢e arinin ar
zehri normal zehre gore daha etkili ve felg etme 6zelligi daha yiiksektir. Art zehirli
kremlerde patentte kullanildigi sekilde kralice arinin zehri yerine normal zehir
kullanilarak bu etkinin olugsmasindan kag¢inildi. Normal ar1 zehri kullanilarak patentte
belirtildigi gibi cilt yaslanmasi, elastoz, sarkma ve kirisikliklara karsi etkili bir {iriin

gelistirildigi soylenebilir [168].

4.5. KREM YAPISI iCiN PROTOTIP GELiSTIRME

Krem formiilleri i¢in yapilan 6n denemelerde Sekil 4.12°de goriildiigii iizere baz1 ayrigma
problemleri ile karsilagildi. Sekil 4.12 (a)’da goriildiigii tizere kremlerde faz ayrismasi ve
(b)’de ise kremlerde olusan topaklanma olustugu go6zlendi. Farkli formiilasyon
caligmalar1 yapilarak stabil goriindiigiine karar verilen formiilasyonlar iizerinden yeni

formiilasyon denemeleri gelistirildi.

a) b)

Sekil 4.12. a) Faz ayrimi1 problemi b) opaklanma problemi.

Ayrigma sorunu sonrasinda yapilan ¢aligmalarda her krem tipi i¢in 9 farkli formiilasyon

denemesi gerceklestirildi. Denemelerde hazirlanan kremler Sekil 4.13’de gosterilmistir.
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Sekil 4.13. a) Yumusak yogunlukta b) Orta yogunlukta c) Sert yogunlukta formiilasyon

denemesi.

Gelistirilen formiilasyonlardan hazirlanan kremlerde yapilan goniillii testleri sonuglarina
gore ve duyusal testlere gore son formiilasyonlara karar verildi. Goniillii testi ile se¢ilmis

yiiz formiilasyonlarindan hazirlanan yiiz kremi Sekil 4.14’de gosterilmistir.

Sekil 4.14. Son formiilasyon ile hazirlanan yiiz kremi (1. Formiilasyon).

85



Goniillii testi ile se¢ilmis viicut formiilasyonlarindan hazirlanan viicut kremi Sekil 4.15°te

gosterilmistir.

Sekil 4.15. Son formiilasyon ile hazirlanan viicut kremi (2. Formiilasyon).

Goniilli testi ile se¢ilmis ayak formiilasyonlarindan hazirlanan ayak kremi Sekil 4.16’da

gosterilmistir.

Sekil 4.16. Son formiilasyon ile hazirlanan ayak kremi (1. Formiilasyon).

Goniilli testi ile se¢ilmis el formiilasyonlarindan hazirlanan el kremi Sekil 4.17°de

gosterilmistir.
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Sekil 4.17. Son formiilasyon ile hazirlanan el kremi (3. Formiilasyon).

Goniilli testi ile secilmis eklem formiilasyonlarindan hazirlanan eklem kremi Sekil

4.18’de gosterilmistir.

Sekil 4.18. Son formiilasyon ile hazirlanan eklem kremi (1. Formiilasyon).

4.6. KREMDE FiZiKSEL ANALIZLER

4.6.1. Stabilite Testi

Secilen krem formiilasyonlarindan yapilan prototip denemelerine goriiniim, yogunluk,
viskozite, pH, koruyucu etkinlik ve mikrobiyolojik analizleri igeren stabilite testi
uygulandi. Stabilite testi sonuglarina gére uygun ¢ikan prototiplere daha sonra alerjen,

dermatolojik ve sitotoksisite testleri uyguland.

Tiirkiye Ilag ve Tibbi Cihaz Kurumu Kozmetik Uriinlerin Stabilitesine ve Agildiktan
Sonra Kullanim Siiresine Iliskin Kilavuz’a gore stabilite testi kozmetik {iriiniin tanim,

miktar tayini, kalite ve saflik agisindan belirlenmis spesifikasyonlarint muhafaza etme
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kapasitesini; hizlandirilmig stabilite testi ise kozmetik {iriiniin kimyasal ve fiziksel
bozunmasini hizlandirmak amaciyla normal saklama kosullarina gore zorlanmis

kosullarda yapilan stabilite/dayaniklilik ¢alismalari olarak belirtilmistir [ 169].

Kilavuza gore kozmetik iiriinleri i¢in yapilan stabilite testlerinde belirleyici unsurlar
irlinlin bilesimi, formiilasyonu, ambalaj1, kullanim sekli gibi iiriine 6zel kriterlerdir. Bu
sebeple stabilite testi i¢in dogru bir degerlendirmenin yapilabilmesi veya beyanlarin
verilebilmesi i¢in {irlinlin ozelliklerine gore test yontemleri belirlenmeli seklinde

belirtilmistir [169].

Stabilite testlerinde kremler oda sicakligi, 40°C, %75 bagil nem ve 151k altinda 3 ay siire
ile izlenilmesi prosediiriine gére zorlama testine tabi tutuldu. Bu test Arrhenius stabilite
kosullart baz alinarak hesaplandi. Kozmetik analizleri etken madde yerine fiziksel
parametreler, pH, viskozite, yogunluk, renk, goriiniis ve koku gibi zorlama testleri ile test
edildi. 3 aylik bu zorlama kosullarin1 gegen kremlerin yaklasik 2 yil iizerinde raf 6mrii
olmaktadir. Acik kapak stabilitesi tlirlinlerin kullanimi ile birlikte yine benzer kosullarda
kullanilip, kontrolleri yapildi. Testler 3 ay boyunca paralel olarak bu sekilde devam
ettirildi. Kremlerin i¢erisinde bulunan ar1 zehri ve propolis ile mikrobiyolojik gelismeler

Onlendi.

4.6.1.1. El kremi stabilite testi

Olusturulan el kremi prototipine ilk olarak oda sicakliginda stabilite testi uygulandi.
Stabilite testi kapsaminda kremin yapildig1 giin ve yapildiktan 15, 30, 60 ve 90 giin
sonunda goriiniim, yogunluk, viskozite, pH ve koruyucu etkinlik 6zellikleri kontrol edildi.
Test sonuclarmin Cizelge 4.22°de goriildigi tizere 90 giin sonunda kremin ilk
goriiniimiinii korudugu belirlendi. Yogunluk 1,103 — 1,117 araliginda ve pH 6,0 — 6,5
araliginda bulunarak zaman icinde degisiklik gosterdi fakat uygun degerler disina
cikmadigi gézlenmistir. Viskozite degerleri 46,1 — 60,5 araliginda ¢ikarak uygun bulundu
ayrica mikrobiyolojik ve koruyucu etkinlik sonuglari da uygun bulundu. Test sonucuna
gore el kreminin oda sicakliginda 90 giin boyunca herhangi bir defisme olmadan

kalabilecegini gosterdi.
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Cizelge 4.22. Oda sicaklig1 kosullarinda el kremi stabilite testi sonuglari.

Kontrol 0. Giin 15. Giin 30. Giin 60. Giin 90. Giin | Degerlendirme
Parametreleri
Gorliniim Homojen | Homojen | Homojen | Homojen Homojen Uygun
Bej Rengi | Bej Rengi | Bej Rengi | Bej Rengi | Bej Rengi
Yogunluk 1,105 1,117 1,105 1,114 1,103 Uygun
Viskozite 46,1 56,5 54,8 48,9 60,5 Uygun
pH 6,1 6,0 6,2 6,1 6,5 Uygun
Mikrobiyolojik Uygun Uygun Uygun Uygun Uygun Uygun
Durum
Koruyucu Uygun - - Uygun - Uygun
Etkinlik

Oda sicakliginda yapilan stabilite testinin yaninda +40°C’de stabilite testi de yapildi. 15.

giinden itibaren kontrol edilen bu test oda sicakliginda yapilan ile ayn1 sekilde yapildi.

Test sonucunda uygulanan sicaklikta da kremin goriiniimiinde herhangi bir degisiklik

bulunmadi. Yogunlugun zamanla degistigi ve 1,065 — 1,150 araliginda degistigi

gozlemlendi ve uygun bulundu. Viskozite degerleri 27,5 — 35,0 ve pH degerleri ise 6,1 —

7,1 araliginda ¢ikarak uygun bulundu. Mikrobiyolojik ve koruyucu etkinlik sonuglari1 da

uygun bulundu. Test sonucuna gore el kreminin +40°C’de 90 giin boyunca 6zelliklerinde

uygunsuzluk bulunmadigi gozlendi (Cizelge 4.23).

Cizelge 4.23. +40°C sicaklik kosullarinda el kremi stabilite testi sonuclari.

Kontrol 0. Giin 15. Giin 30. Giin 60. Giin 90. Giin Degerlendirme
Parametreleri
Goriiniim - Homojen | Homojen | Homojen Homojen Uygun
Bej Rengi | Bej Rengi | Bej Rengi | Bej Rengi
Yogunluk - 1,150 1,124 1,065 1,103 Uygun
Viskozite - 35,0 31,2 27,5 31,7 Uygun
pH - 6,1 6,2 7,1 6,8 Uygun
Mikrobiyolojik - Uygun Uygun Uygun Uygun Uygun
Durum
Koruyucu - - - Uygun - Uygun
Etkinlik
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El kreminin mikrobiyolojik stabilitesi incelendiginde aerobik mezofilik koloni,
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aerus, Escherichia coli, Candida albicans ve
toplam kiif-maya sayimi yapildi. Aerobik mezofilik koloni ve toplam kiif-maya sayimi
1000 kob/mI’nin altinda ¢ikmasi gerekmektedir ve sayim sonucunda 10’dan az sayilarak
uygun c¢ikti. Hazirlanan krem formiilleri igerisinde Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus aerus, Escherichia coli ve Candida albicans tespit edilmedi ve uygun

olarak degerlendirildi (Cizelge 4.24).

Cizelge 4.24. El kremi mikrobiyolojik kalite testi sonuglari.

Analiz Metot Sonug¢ Birim Limit Degerlendirme
Aerobik l\ngl?riiiik Koloni TSzli,ll\I41980 <10 Kob/ml <1000 Uygun
P. aeruginosa Aranmasi T52]§I7\111780 Ergﬁiliétil Kob/ml 0 Uygun
S. aureus Aranmasi T52]§I7\111880 Egleljgétdl Kob/ml 0 Uygun
E. coli Aranmasi TSZI?I\ISIOSO Egﬁji);tdl Kob/ml 0 Uygun
C. albicans Aranmasi TSlgILIgO Ergﬁill):dl Kob/ml 0 Uygun
Toplam Kiif-Maya Sayimi s 1]?;11250 <10 Kob/ml <1000 Uygun

Yapilan stabilite testleri sonucunda el kremi i¢in se¢ilen formiilasyonun oda sicakligi ve
+40°C’de 90 giine kadar oOzelliklerini korudugu gozlendi. Bu test ile el kreminin
acildiktan sonra 12 ay boyunca kullanilabilecegi sonucuna varildi. Kremin yapisinda
herhangi bir degisiklik bulunmadigi i¢in alerjen, dermatolojik ve sitotoksisite testlerinin

uygulanmasina karar verildi.
4.6.1.2. Ayak kremi stabilite testi

Ayak kremi i¢in gelistirilen prototipe oda sicakliginda stabilite testi uygulandi ve giinlere
gore Ozelliklerindeki degisimler incelendi. Test sonucunda ayak kreminin goriiniimiinii
90 giin boyunca korudugu gozlendi. Yogunluk 1,097 — 1,124 araliginda ve pH 6,0 — 6,5
araliginda bulundu. Yogunluk ve pH test siiresi boyunca zaman i¢inde degisiklikler
gosterdi ama uygun degerler icerisinde kaldi. Viskozite degerleri 46,3 — 60,8 araliginda
cikarak uygun bulundu. Mikrobiyolojik durum ve koruyucu etkinlik sonuglar1 da uygun
olarak bulundu. Oda sicakligi kosullarindaki stabilite testi ile ayak kremi
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formiilasyonundaki giinlere bagl degisimin uygun kosullarda degistigi sonucuna varildi

(Cizelge 4.25).

Cizelge 4.25. Oda sicaklig1 kosullarinda ayak kremi stabilite testi sonuclari.

Kontrol
0. Giin 15. Giin 30. Giin 60. Giin 90. Giin | Degerlendirme
Parametreleri
Gériiniim Homojen | Homojen | Homojen | Homojen Homojen Uveun
Bej Rengi | Bej Rengi | Bej Rengi | Bej Rengi | Bej Rengi e
Yogunluk 1,108 1,124 1,097 1,121 1,116 Uygun
Viskozite 46,3 56,4 54,2 48,5 60,8 Uygun
pH 6,0 6,1 6,1 6,3 6,5 Uygun
Mikrobiyolojik
Uygun Uygun Uygun Uygun Uygun Uygun
Durum
Koruyucu
Uygun - - Uygun - Uygun
Etkinlik

+40°C’de yapilan stabilite testine gore ayak kreminin 90 giin boyunca homojenligini ve
rengini korudugu goriildii. Yogunluk giinlere gore degiserek 2,071 — 1,155, pH ise 6,0 —
7,2 arasinda bulunarak uygun olarak kabul edildi. Viskozite degerleri 27,3 — 354
araliginda ¢ikarak uygun bulundu. +40°C’de de zaman i¢inde degisiklikler gozlendi fakat
uygun degerler araliginda kaldig1 goriildii. Mikrobiyolojik ve koruyucu etkinlik sonuglar

da uygun bulunarak test sonucuna gore ayak kreminin +40°C’de 90 giin boyunca

stabilitesinde uygun olmayacak bir degisiklik olmadig1 gézlendi (Cizelge 4.26).

Cizelge 4.26. (+40)°C sicaklik kosullarinda ayak kremi stabilite testi sonuglari.

Kontrol = 1y Giin  |15.Giin | 30.Giin | 60.Giin | 90.Giin | Degerlendirme
Parametreleri
Gériiniim ) Homojen | Homojen | Homojen Homojen Uveun
Bej Rengi | BejRengi | Bej Rengi | Bej Rengi e
Yogunluk - 1,155 1,127 1,071 1,097 Uygun
Viskozite - 354 31,1 27,3 31,8 Uygun
pH - 6,0 6,1 7,2 6,8 Uygun
Mikrobiyolojik
Durum - Uygun Uygun Uygun Uygun Uygun
Koruyucu
Etkinlik ) ) ) Uygun ) Uygun
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Ayak kremi mikrobiyolojik kalite sonuglar1 biitiin analiz parametreleri ic¢in limit

degerlerin altinda sayilarak uygun olarak bulundu (Cizelge 4.27).

Cizelge 4.27. Ayak kremi mikrobiyolojik kalite testi sonuglari.

Analiz Metot Sonu¢ Birim Limit Degerlendirme
Aerobik Mezofilik Koloni Saymi | |0 EN <10 | Kob/ml | <1000 Uygun
ero ezo oloni Say 1SO 21149 o ygu
. TS EN Tespit
P. aeruginosa Aranmasi 1SO 22717 | Edilmedi Kob/ml 0 Uygun
TS EN Tespit
S. aureus Aranmasi 1SO 22718 | Edilmedi Kob/ml 0 Uygun
. TS EN Tespit
E. coli Aranmasi 1SO 21150 | Edilmedi Kob/ml 0 Uygun
b TS EN Tespit
C. albicans Aranmasi 1SO 18416 | Edilmedi Kob/ml 0 Uygun
Toplam Kiif-Maya Sayimi TS EX <10 Kob/ml <1000 Uygun
Pt VayaRay 1SO 16212 yeu

Ayak kreminde gerceklestirilen stabilite testlerine gore prototip kremin oda sicakligl ve
+40°C’de 90 giine kadar stabilitesini korudugu gozlendi. Bu test ile ayak kreminin

acildiktan sonra 12 ay boyunca kullanilabilecegi sonucuna varildi.
4.6.1.3. Yiiz kremi stabilite testi

Yiiz kremi prototipinde gerceklestirilen oda sicakligindaki stabilite testinde 90 giin
icerisinde goriiniimde herhangi bir degisiklik gozlenmedi bu da yiiz kreminin goériiniim
olarak stabil oldugunu gosterdi. Yogunluk zamanla 1,139 — 1,185; pH 6,5 — 7,5 ve
viskozite degerleri 11,7 — 22,3 araliinda ¢ikarak uygun bulundu. Mikrobiyolojik ve
koruyucu etkinlik sonuglart da uygun ¢ikti. Bu test sonucunda yiiz kreminin 90 giin

boyunca oda sicakliginda stabilitesini korudugu sonucuna varildi (Cizelge 4.28).

Cizelge 4.28. Oda sicaklig1 kosullarinda yiiz kremi stabilite testi sonuglari.

Kontrol
0. Giin 15. Giin 30. Giin 60. Giin 90. Giin | Degerlendirme
Parametreleri
Gériiniim Homojen | Homojen | Homojen | Homojen Homojen Uveun
Bej Rengi | Bej Rengi | Bej Rengi | Bej Rengi | Bej Rengi ye
Yogunluk 1,185 1,139 1,167 1,170 1,165 Uygun
Viskozite 11,7 18,0 14,5 13,9 22,3 Uygun
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Cizelge 4.28. (devam) Oda sicaklig1 kosullarinda yiiz kremi stabilite testi sonuglari.

pH 6,5 7,2 7.5 7,1 7.5 Uygun
Mikrobiyolojik
Uygun Uygun Uygun Uygun Uygun Uygun
Durum
Koruyucu
Uygun - - - - Uygun
Etkinlik

+40°C’de yapilan stabilite testi sonucunda yiiz kreminde 90 giin boyunca goriinlimde

herhangi bir degisiklik gozlenmedi. Yogunluk 1,138 — 1,161; pH 6,8 — 7,7 ve viskozite

degerleri 16,5 — 22,3 araliginda ¢ikarak uygun bulundu. Mikrobiyolojik ve koruyucu

etkinlik sonuglar1 da uygun bulunarak test sonucuna gore yiiz kreminin +40°C’de 90 giin

boyunca stabilitesinin korundugu gozlendi (Cizelge 4.29).

Cizelge 4.29. (+40)°C sicaklik kosullarinda yiiz kremi stabilite testi sonuglari.

Kontrol
0. Giin 15. Giin 30. Giin 60. Giin 90. Giin | Degerlendirme
Parametreleri
Gériiniim d Homojen | Homojen | Homojen Homojen Uveun
Bej Rengi | Bej Rengi | Bej Rengi | Bej Rengi ye
Yogunluk - 1,138 1,161 1,147 1,149 Uygun
Viskozite - 19,3 16,5 19,7 22,3 Uygun
pH - 7,7 7,6 7,1 6,8 Uygun
Mikrobiyolojik
- Uygun Uygun Uygun Uygun Uygun
Durum
Koruyucu
- - - Uygun - Uygun
Etkinlik

Yiiz kremi mikrobiyolojik kalite sonuglar1 biitiin analiz parametreleri i¢in limit degerlerin

altinda sayilarak uygun olarak bulundu (Cizelge 4.30).
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Cizelge 4.30. Yiiz kremi mikrobiyolojik kalite testi sonuglari.

Analiz Metot Sonug Birim Limit Degerlendirme
Aerobik Mezofilik Koloni Sayimi1 TS EN <10 Kob/ml <1000 Uygun
Y180 21149 e
. TS EN Tespit
P. aeruginosa Aranmasi 1SO 22717 | Edilmedi Kob/ml 0 Uygun
TS EN Tespit
S. aureus Aranmasi 1SO 22718 | Edilmedi Kob/ml 0 Uygun
) TS EN Tespit
E. coli Aranmasi 1SO 21150 | Edilmedi Kob/ml 0 Uygun
. TS EN Tespit
C. albicans Aranmasi 1SO 18416 | Edilmedi Kob/ml 0 Uygun
. TS EN
Toplam Kiif-Maya Sayimi 1SO 16212 <10 Kob/ml <1000 Uygun

Yiiz kremi prototipinde oda sicakligi ve +40°C’de gerceklestirilen stabilite testlerinde

formiilasyonun 90 giin sonunda stabilitesini korudugu goézlendi. Bu test ile yiiz kreminin

acildiktan sonra 12 ay boyunca kullanilabilecegi sonucuna varildi.

4.6.1.4. Viicut kremi stabilite testi

Viicut kremi i¢in hazirlanan prototip kremin oda sicakligi stabilite testinde 90 giine kadar

goriinlimiin korundugu gozlendi. Yogunluk olarak 90 giin igerisinde 1,143 — 1,179

arasinda, pH olarak 6,4 — 7,6 arasinda degisiklikler oldu. Viskozite degerleri 12,0 — 22,1

araliginda ¢ikarak uygun bulundu ve bu degerlerin hepsi olmasi gereken degerler arasinda

oldugu icin uygun olarak kabul edildi. Mikrobiyolojik ve koruyucu etkinlik sonuglar1 da

uygun bulundu. Stabilite testi ile viicut kreminin oda sicakliginda 90 giin boyunca stabil

kaldig1 sonucuna ulasildi (Cizelge 4.31).

Cizelge 4.31. Oda sicaklig1 kosullarinda viicut kremi stabilite testi sonuglart.

Kontrol
0. Giin 15. Giin 30. Giin 60. Giin 90. Giin | Degerlendirme
Parametreleri
Gériiniim Homojen | Homojen | Homojen | Homojen Homojen Uveun
Bej Rengi | Bej Rengi | Bej Rengi | BejRengi | Bej Rengi e
Yogunluk 1,179 1,143 1,165 1,168 1,169 Uygun
Viskozite 12,0 18,4 14,7 14,3 22,1 Uygun
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Cizelge 4.31. (devam) Oda sicaklig1 kosullarinda viicut kremi stabilite testi sonuglari.

pH 6,4 7.1 7,6 7,0 7,6 Uygun
Mikrobiyolojik
Uygun Uygun Uygun Uygun Uygun Uygun
Durum
Koruyucu
Uygun - - - - Uygun
Etkinlik

+40°C’de yapilan stabilite testi ile viicut kreminin goriintiisiiniin 90 giin boyunca stabil

kaldig1 goriildii. Yogunluk 1,141 — 1,161 ve pH 6,7 — 7,8 arasinda degisim gostererek

uygun degerler arasinda ¢iktilar. Viskozite degerleri 16,9 — 21,8 aralifinda ¢ikarak uygun

bulundu. Mikrobiyolojik ve koruyucu etkinlik sonuglar1 da uygun bulundu. Test sonucuna

gore viicut kremi +40°C’de 90 giin boyunca stabilitesinin korumaktadir (Cizelge 4.32).

Cizelge 4.32. (+40)°C sicaklik kosullarinda viicut kremi stabilite testi sonuglari.

Kontrol = i |15.Giin | 30.Giin | 60.Giin | 90.Giin | Degerlendirme
Parametreleri
Gériiniim d Homojen | Homojen | Homojen Homojen Uveun
Bej Rengi | Bej Rengi | Bej Rengi | Bej Rengi ye
Yogunluk - 1,141 1,161 1,153 1,155 Uygun
Viskozite - 19,2 16,9 19,4 21,8 Uygun
pH - 7,6 7.8 7,0 6,7 Uygun
Mikrobiyolojik
Durum - Uygun Uygun Uygun Uygun Uygun
Koruyucu
Etkinlik - ] ] Uygun ) Uygun

Viicut kremi mikrobiyolojik kalite sonuclar1 biitiin analiz parametreleri i¢in limit

degerlerin altinda sayilarak uygun olarak bulundu (Cizelge 4.33)

Cizelge 4.33. Viicut kremi mikrobiyolojik kalite testi sonuglart.

Analiz Metot Sonug Birim Limit Degerlendirme
Aerobik Mezofilik Koloni Saymi | o LN | <10 | Kob/ml | <1000 Uygun
ero €zo oloni Say 1SO 21149 0 ygu
; TS EN Tespit
P. aeruginosa Aranmasi 1SO 22717 | Edilmedi Kob/ml 0 Uygun
TS EN Tespit
S. aerus Aranmasi 1SO 22718 | Edilmedi Kob/ml 0 Uygun
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Cizelge 4.33. (devam) Viicut kremi mikrobiyolojik kalite testi sonuglari.

; TS EN Tespit
E. coli Aranmasi 1SO 21150 | Edilmedi Kob/ml 0 Uygun
. TS EN Tespit
C. albicans Aranmasi 1SO 18416 | Edilmedi Kob/ml 0 Uygun
. TS EN
Toplam Kiif-Maya Sayimi1 1SO 16212 <10 Kob/ml <1000 Uygun

Viicut kremi i¢in yapilan stabilite testleri sonucunda oda sicakligi ve +40°C’de 90 giine

kadar 6zelliklerini koruyarak uygun formiilde kaldig1 gozlendi. Bu test ile viicut kreminin

acildiktan sonra 12 ay boyunca kullanilabilecegi sonucuna varildu.

4.6.1.5. Eklem kremi stabilite testi

Eklem kremi prototipinde yapilan oda sicakligindaki stabilite testinde goriiniimiiniin 90

giin boyunca korundugu gozlendi. Yapilan test sonucunda yogunluk 1,162 — 1,178

arasinda, pH ise 6,4 — 7,3 araliginda degisim gostererek uygun bulundu. Eklem kreminin

viskozitesi yogun oldugu i¢in dl¢iilemedi. Mikrobiyolojik ve koruyucu etkinlik sonuglar

da uygun bulundu. Stabilite testi ile eklem kreminin oda sicakliginda 90 giin boyunca

stabil kaldig1 sonucuna ulasildi (Cizelge 4.34).

Cizelge 4.34. Oda sicaklig1 kosullarinda eklem kremi stabilite testi sonuglari.

Kontrol
0. Giin 15. Giin 30. Giin 60. Giin 90. Giin | Degerlendirme
Parametreleri
Homojen | Homojen | Homojen | Homojen Homojen
Agik Sart | Agik Sar1 | Acgik Sar1 | Acik Sart | Agik Sari Uygun
Goriinim Renk Renk Renk Renk Renk
Yogunluk 1,178 1,171 1,175 1,162 1,168 Uygun
Viskozite - - - - - Uygun
pH 6,9 7.3 6,4 6,7 7.1 Uygun
Mikrobiyolojik
Uygun Uygun Uygun Uygun Uygun Uygun
Durum
Koruyucu
Uygun - - - - Uygun
Etkinlik
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+40°C’de yapilan stabilite testi eklem kremi 90 giin boyunca goriintiisiinii korumustur.
Stabilite caligmasi sirasinda yogunluk 1,157 — 1,164 araliginda, pH ise 6,8 — 7,4 araliginda
cikarak stabilitesi uygun bulundu. Eklem kreminin viskozitesi yogun oldugu ig¢in
Ol¢iilemedi. Mikrobiyolojik ve koruyucu etkinlik sonuglart da uygun bulundu. Test
sonucuna gore eklem kremi +40°C’de 90 giin boyunca stabilitesini korudugu gozlendi

(Cizelge 4.35).

Cizelge 4.35. (+40)°C sicaklik kosullarinda eklem kremi stabilite testi sonuglari.

Kontrol = 1 cin  |15.Giin | 30.Giin | 60.Gin | 90.Giin | Degerlendirme
Parametreleri
Homojen | Homojen | Homojen Homojen
e Acik Sar1 | Acik Sar1 | Acik Sar1 | Acik Sari Uygun
Gorliniim ) Renk Renk Renk Renk
Yogunluk - 1,164 1,162 1,157 1,159 Uygun
Viskozite - - - - - Uygun
pH - 7.4 7,2 6,8 7.1 Uygun
Mikrobiyolojik
Durum - Uygun Uygun Uygun Uygun Uygun
Koruyucu
Etkinlik ] ] ] Uygun ] Uygun

Eklem kremi mikrobiyolojik kalite sonuglari biitiin analiz parametreleri i¢in limit

degerlerin altinda sayilarak uygun olarak bulundu (Cizelge 4.36).

Cizelge 4.36. Eklem kremi mikrobiyolojik kalite testi sonuglari.

Analiz Metot Sonug Birim Limit | Degerlendirme
Aerobik Mezofilik Koloni Sayimi1 TS EN <10 Kob/ml <1000 Uygun
Z0HH VI 190 21149 yeu
. TS EN Tespit
P. aeruginosa Aranmasi 1S0 22717 | Edilmedi Kob/ml 0 Uygun
TS EN Tespit
S. aureus Aranmasi 1SO 22718 | Edilmedi Kob/ml 0 Uygun
. TS EN Tespit
E. coli Aranmasi 1SO 21150 | Edilmedi Kob/ml 0 Uygun
. TS EN Tespit
C. albicans Aranmasi 1SO 18416 | Edilmedi Kob/ml 0 Uygun
Toplam Kiif-Maya S TS EN <10 | Kob/ml | <1000 U
oplam Kiif-Maya Sayimi 1SO 16212 ob/m ygun

Eklem kreminde yapilan stabilite testleri sonucunda prototip kremin oda sicakligi ve

+40°C’de 90 giine kadar 6zelliklerini korudugu gozlendi.
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Stabilite testlerine gore ar1 zehri kremlerinin 90 giin sonra dahi uygunlugunu korudugu
gbzlendi. Ayrica yapilan mikrobiyolojik incelemeler sonucunda mikrobiyal gelismelerin
limit degerlerin altinda ¢iktig1 goriildii. Bunlarin sebebi olarak ar1 zehri ve propolisin
antibakteriyel 6zelliklerinden kaynaklandig: diisliniilmektedir. Yapilan stabilite testleri
ve mikrobiyolojik testler sonucunda biitiin kremlerin agildiktan sonra 12 ay boyunca

kullanilabilecegi sonucuna varildi.

Stabilite testleri sonucunda kremlerin yapisinda uzun siire boyunca degisiklik olmadig:
ve agildiktan sonra dahi uzun siire kullanilabilecegi gériildii. Igerisinde higbir koruyucu
katki koyulmamasia ragmen koruyucu eklenen kremler kadar stabilitiseni korumasi
kullanilan ar1 zehri ve propolis ile saglandi. Ar1 zehri ve propolisin antimikrobiyal ve
antifungal gibi Ozellikleri ile kremlerde c¢esitli mikroorganizmalarin gelisimlerini

onleyerek kremlerin yapisinin korunmasi saglanmais oldu.

Art zehrinin antimikrobiyal 6zelliklerinin belirlenmesi i¢in yapilan ¢esitli ¢caligmalarda
zehrin bakteriler, virlisler ve mantarlara karsi etkisi incelenmistir. Zehrin gram pozitif ve
gram negatif bakterilere kars1 inhibe edici 6zelligi bir¢ok ¢aligma ile bilinmektedir [170].
Ar1 zehri 6rneklerindeki diisiik mikrobiyal yiik ve kremlerin stabilite testlerindeki koruma
ar1 zehrinin antimikrobiyal etkisiyle iliskilendirilebilir. Ar1zehrinin S. aureus, Salmonella
typhimurium, E. coli O157: H7 olan alti gram pozitif ve gram negatif bakteriye karsi
antibakteriyel aktivitesini degerlendirmek i¢in disk difiizyon yonteminin kullanildig: bir
calismada, Pseudomonas aeruginosa, Burkholderia mallei ve Burkholderia
pseudomallei, antimikrobiyal aktivite, pozitif kontroller olarak {i¢ ar1 zehri
konsantrasyonu (25, 35 ve 45 pg) ve standart antibiyotik (gentamisin) diskleri
kullanilarak test edilmistir. Ar1 zehrinin, her ii¢ konsantrasyonda da E. coli, S. aureus ve
Salmonella typhimurium'a kars1 antibakteriyel aktivite gosterdigi gozlenmistir. Ari
zehrinin besiyerinde E. coli'ye karsi diger iki bakteri susuna gore daha yiiksek bir
antibakteriyel aktiviteye sahip oldugu sonucuna varilmistir [171]. Ar1 zehrinin antifungal
etkisinin incelendigi bir bagka calismada zehir insanlarda gesitli deri hastaliklarina yol
acabilecek olan Trichophyton mentagrophytes ve Trichophyton rubrum’a Kkarsi
incelenmistir. Zehirler disk difflizyon yonteminden daha giivenilir sonuglar verdigi igin
modifiye edilmis sivi diliisyon yontemi ile test edilmistir. Calismada 0,63 ppm ari
zehrinin T. Mentagrophytes biiylimesini %92 oraninda ve 7. rubrum biiylimesini ise %26
oraninda inhibe ettigi goriilmiistiir [172]. Cevre kosullar1 ve ar1 zehrinin dogas1 gz oniine

alindiginda, mikrobiyal yiikiin olduk¢a yliksek olmasi beklenir; bununla birlikte ¢ogu
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ornek i¢in mikrobiyal yiik neredeyse yoktur. Bu da ar1 zehrinin kendi i¢inde bir
antimikrobiyal koruma sistemi olusturdugunu gostermektedir. Boylece ar1 zehrinin

kremleri mikrobiyal gelismelerden koruyarak bozulmalara kars1 6nleyici bir etki saglandi.

Propolisin antimikrobiyal 6zelligi birgok calisma ile kanitlanmistir. Cesitli iilkelerden
temin edilen propolislerin antimikrobiyal 6zelliklerinin incelendigi bir calismada gram
pozitif ve gram negatif bakteriler lizerinde inhibe edici bir etki sagladig1 goriilmiistir.
Birgok {ilkenin propolisinin karsilastirildigi bu ¢alismada gram pozitif (S. aureus) ve
gram negatif (E. coli) bakterileri iizerinde en yiiksek inhibasyon Tiirkiye’den elde edilen
propolis ile saglandig1 sonucuna varilmigtir [173]. Caligsmalarla propolisin 12 ay ve hatta
daha uzun siirelerde saklandiginda dahi aktivitesini kaybetmedigi belirtilmistir [174]. Bu
sebeple eklendigi iirlinlerin stabilitesini koruyarak raf omriinii uzattigi bilinmektedir
[175]. Propolisin az miktarda kullanildiginda bile koruyucu etki gosterdigi icin kremlerde
koruyucu 6zelliginden yararlanildi. Propolisin koruyucu etkisine bakildig1 bir ¢calismada
propolis ve lavanta yag1 bir arada kullanilmistir. Lavanta yagi tizerine %2 ve %3 oraninda
propolis eklenerek gergeklestirilen bu calismada propolisin yag iizerindeki koruyucu
etkisi arastirllmistir. Bu ¢alisma sonucunda yagin duyusal 6zellikleri, biitiinligi ve
islevini etkilemeden yag lizerinde koruyucu bir 6zellik gosterdigini ve gesitli bozulmalara
kars1 korudugu i¢in %1 propolis kullanilmasina karar verilmistir [176]. Propolis ile
gelistirilen bir krem formiilasyonundaki antimikrobiyal aktivitenin test edildigi baska bir
calismada agar difiizyon yontemi kullanilmigtir. Testler ile antimikrobiyal aktivite M.
luteus, S. epidermidis, S. pyogenes, metisiline direngli S. aureus (MRSA) ve S. aureus'a
kars1 incelenmistir. Caligsma kapsaminda propolisin test edilen biitiin mikroorganizmalara
kars1 antibakteriyel etkisinin yani sira propolisli kremin de aymi aktiviteye sahip oldugu
goriilmiistiir. Propolisli kremin en yiiksek antimikrobiyal etkisinin S. Epidermidis’e karsi
sagladigr bildirilmistir [177]. Propolis ve lizozimin yar1 kat1 emiilsiyonlardaki (o/w)
nemlendirici ve antimikrobiyal etkisinin incelendigi bir ¢alismada antimikrobiyal etki
kuyucuk teknigi kullanilarak kati biiyiime ortaminda gerceklestirilmistir. %0,25 ile %4
propolis ekstrakti ile yapilan calismada propolisin tek basina Pseudomonas aeruginosa
ve Klebsiella pneumoniae lizerinde inhibe edici olmasina ragmen kremde kullanildiginda
bu etkinin ortadan kalktig1 goriilmiistiir. Bunun sebebinin ise P. Aeruginosa’in hiicre
duvarindaki polisakkarit tabakasi olmasiyken K. Pneumoniae’nin direnci arttiran kapsiil
olusturulmasidir. Bunun aksine propolisin tek basina S. aureus, E. coli ve Bacillus cereus

gibi spor bakterilerine olan aktivitesi propolis icerikli kremlerde de saglanmistir [178].
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Propolis igerikli stabil topikal bir formiilasyon g¢alismasinda formiilasyonlar %2,5
propolis icermek {lizere krem, krem-jel ve jel formlarinda denenmistir. Biitiin
formiilasyonlarda kisa siireli stabilite yapilirken uygun ¢ikan formiilasyonlarda uzun
stireli  stabilite testi uygulanmistir. Stabilite testleri 25+2°C/ortam nemi ve
40+2°C/%70+5 bagil nem degerinde yapilmistir ve kisa siireli testler 30 giin boyunca,
uzun siireli testler ise bir y1l boyunca yapilmistir. Ayn1 zamanda fiziksel ve fonksiyonel
stabilite analizleri de gercgeklestirilmistir. Kisa siireli stabilite testlerinde pH’lara
bakildiginda krem ve krem-jel formiilasyonlarinin stabilitesinin korundugu goriilmiistiir.
Fiziksel ve fonksiyonel &zelliklerin degerlendirildigi uzun siireli testte ise propolisli
kremin stabilitesini korudugu gozlenmistir [162]. Bdylece propolisin krem
formiilasyonlarinda antimikrobiyal 6zellik gosterdigi dogrulanmistir. Bu sebeple de
kremlerin stabilite testlerinde herhangi bir bozulma olmadan bir yila kadar

kullanilabilecegi dogrulanmis olmaktadir.

Literatiirde goriildiigli tlizere krem igeriginde kullanilan bilesenlerin  diger
formiilasyonlarda da stabilitesini korumasi ar1 zehirli kremlerde yapilan stabilite
caligmalarin1  dogrular niteliktedir. Kremlerin acgildiktan sonra bir yila kadar
kullanilabilmesinin sebebi olarak ar1 zehri ve propolisin antimikrobiyal 6zellikleri ile
saglandig diisiiniilmektedir. Bu 6zellik ile kremlerdeki mikroorganizmalarin gelisiminin
onlendigi ve boylece kremlerin fiziksel ve fonksiyonel o6zelliklerini korumasi

saglanmaktadir.

4.6.2. Antioksidan Etki Tayini

Antioksidan etkinliklerinin indirgeme potansiyalleri serbest radikal giderici potansiyalleri
ile ifade edilir [179]. Absorbanstaki diisiis ve antioksidan arasinda dogru bir oranti
bulunmaktadir, absorbanstaki diisiis arttikca antioksidan aktivite de artmaktadir.
Kremlerin farkli konsantrasyonlarda DPPH serbest radikal giderim aktivitesi incelendi ve

Sekil 4.19°da goriildiigii lizere artan konsantrasyonlarda absorbansin da arttig1 goriildii.
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Sekil 4.19. Antioksidan etki tayini konsantrasyon-absorbans egrisi.

Kremlerin absorbans egrilerinden yararlanilarak inhibasyon degerleri hesaplanmigtir
(Sekil 4.20). Antioksidan etki testi sonuglarina gore olusturulan grafik dogrultusunda el
kreminin antioksidan kapasitesi %71,59 ve ayak kreminin %70,98 olarak bulundu. Yiiz
kremi %85,44 ve viicut kremi %86,72 antioksidan etkiye sahipken eklem kremi ise

%80,23 antioksidan kapasiteye sahip oldugu goriildii.
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ekil 4.20. Kremlerin antioksidan etkileri (% Inhibisyon).
Sekil 4.20. Kremleri ioksid kileri (% Inhibisyon)

Ari zehirlerinin antioksidan, antiinflammatuar ve sitotoksik 6zelliklerinin arastirildig: bir

calismada Kuzeydogu Portekiz’deki ar1 zehirleri incelenmistir. Calisma kapsamindaki
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tiim drneklerin antioksidan ve antiinflammatuar 6zellikler gosterdigi bulunmustur [159].
Yiiksek antioksidan igerige sahip oldugu bilinen propolis iizerine yapilan bagka bir
calismada ise antioksidan aktivitesi ile flavonoidlerin polifenolik molekiiler yapisi,
propolisin cilde topikal olarak uygulanmasinin yararlt 151k koruyucu 6zelliklere sahip
olabilecegini desteklemektedir [180]. Balin antioksidan 06zelligi incelendiginde ise
multifloral, aycicegi, badem, kestane ve okaliptiis ballarinin 194,9 ile 1636,3 mg gallik
asit esdegeri (GAE)/kg arasinda fenolik icerige sahip oldugu ve 61 ile 940 mg GAE/kg
arasinda toplam antiradikal aktivite sergiledigi bildirilmistir [181]. Bagka bir ¢aligmada,
multifloral balin flavonoid icerigi 1,23 ile 2,93 mg katesin esdegeri (CE)/100 g arasinda
bulunmustur [182]. Bu nedenle krem formiilasyonundaki antioksidanlarin kaynaklari

arasinda ar1 zehri, bal ve propolis bulundugu diisiiniilmektedir.

Kremlerdeki yliksek antioksidanlik ari1 zehri, propolis, bal ve ar1 siitiiniin beraber
kullanilmasi ile saglandi. Propolis ve antioksidan 6zelligi bilinen lavanta yaginin giines
kremlerine eklenerek in vitro olarak antioksidan etkinin arastirildig: bir calismada yagin
tek ve %1 oraninda propolis eklendikten sonraki antioksidan etkileri incelenmistir. FRAP,
ABTS ve DPPH yontemleri ile incelenen antioksidan aktiviteler FRAP yontemine gore
lavanta yag1 i¢in 752,1 umol/L askorbik asit, propolis i¢in 65,6 pmol/L askorbik asit,
olarak bulunurken propolis ve lavanta yaginin beraber kullaniminda bu say1 1086,2
umol/L askorbik asit’e yiikselmistir. ABTS yonteminde lavanta, propolis ve ikisinin
karisiminda sirasiyla 803, 89,7 ve 7236,4 umol/L askorbik asit olarak; DPPH analizinde
ise IC50 degerleri sirasiyla 0,242, 0,42 ve 0,03 pL olarak tayin edilmistir. Caligmada

propolisin yag ile sinerjik bir etki olusturabilecegi sonucuna varilmistir [176].

Yapilan baska bir calismada %?2,5 propolis icerikli krem, krem-jel ve jel olusturularak
stabil bir topikal formiilasyon denemesi gergeklestirilmistir. Formiilasyonlarin
fonksiyonel stabilitelerini incelemek adina denemeler {izerinde antioksidan testi
uygulanmistir. Gergeklestirilen antioksidan testleri ile ksantin/luminol/XOD sistemi
kullanilarak  kemiliiminesans inhibisyonunun Olgiilerek belirlenmistir.  Calisma
kapsaminda antioksidan aktivite %22,8 ile %42,05 inhibasyona sahip bulunmustur [162].
Bu ¢alisma ile antioksidan 6zellige sahip propolisin kremlerde antioksidan 6zelligi cesitli
sekillerde arttirabilecegi diisiiniilebilir. Propolisin antioksidan etkiye sahip bir bilesen
olan ar1 zehri ve ar siitii ile beraber kullaniminda sinerjik etki ile antioksidan 6zellik

arttirilmis olabilir.
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Bitkisel yag iceren o/w giines koruyucu bir kremin formiilasyonu ve antioksidan
aktivitesinin in vitro degerlendirmesinin yapildigi bir ¢alismada, kremin antioksidan
aktivitesi %87,51 olarak bulunmustur [183]. Visne ¢ekirdegi yagi ile ¢alisilan bagka bir
calismada krem formiilasyonunun antioksidan oOzellikleri incelendiginde antioksidan
etkinin %48 ve %55 olarak bulunmustur [112]. Bu baglamda, bu ¢alisma ile formiile
edilen krem prototiplerinin %70-80 araligindaki degerler ile 6nemli bir antioksidan

aktivite sergiledigi sonucuna varildi.

4.6.3. Alerjen Testi

Kremlerde alerjen testi LC-MSMS analiz yontemine gore gerceklestirildi. LC-MSMS
analizi kapsaminda kremlerde Tree Moss (Atranol-Chloratranol) ve Oak Moss (Atranol-
Chloratranol) alerjenleri kontrol edildi. LC-MSMS metodu ile gerceklestirilen alerjen
testi sonuglarina gore higbir kremde 6lglim limiti olan %0,0001’in {izerinde alerjen

bilesen tespit edilmedi.

Propolisin yapisinda 26’dan fazla alerjik bilesen bulunmaktadir. Asir1 duyarl kisilerde
alerjik reaksiyonlara sebep olabilirken propolis alerjisi genellikle nadir rastlanmaktadir.
Diinya Saglik Orgiitii’niin verilerine gére 1989-2006 yillar1 arasinda propolisle temastan
sonra yan etki olusumu hakkinda 26 tane bildiri yapilmistir fakat bunlardan yalnizca 6
tanesi kesin olarak kabul edilmistir. Ayrica ar1 zehrinin yapisinda bulunan fosfolipaz A2,
melittin, hyaluronidaz gibi bilesenler alerjik etki gostermektedir. Fakat ar1 zehrinin toksik
etki olusturmasi i¢in viicuda yiiksek oranlarda alinmasi gerekmektedir. Ar1 zehrinin
viicuda yiiksek dozda alinmamasi ve olusturdugu tahris ve alerjen potansiyelinin ihmal
edilebilir diizeyde olmasi sebebiyle kozmetik iiriinlerde uzun siireli kullanimlar i¢in
giivenli kabul edilebilmektedir [184, 65]. Elde edilen sonuglar dogrultusunda test edilen

biitlin ar1 zehirli kremlerin alerjen olmadig1 sonucuna varildi.

4.6.4. Dermatolojik Test

Ar1 zehirli kremlerin dermatolojik testleri i¢in yaslar1 23-53 arasinda degisen 15 normal
cilt goniillii tizerinde patch testleri gergeklestirildi (Ek 4). Cizelge 4.37°de goriildigi
tizere farkli cilt tiplerine sahip goniilliiler izerinde uygulanan Patch testlerinden 48 ve 72
saat sonra yapilan degerlendirmeler sonucunda biitiin goniilliiler kremlerin ciltte herhangi

bir reaksiyona sebep olmadig1 anlasilmistir.
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Cizelge 4.37. Dermatolojik test sonuglari.

Goniillii Ozellikleri El kremi | Ayak kremi | Yiiz kremi | Viicut kremi Eklem
kremi

No | Cinsiyet | Yas ) Cilt 48 | 72 | 48 72 48 72 48 72 48 72
Ozellikleri | saat | saat | saat | saat | saat | saat | saat | saat saat |saat

1 Kadin | 53 Karma - - - - - - - - - _

2 Erkek | 49 Karma - - - - - - - - - _

3 Kadmn | 39 Karma - - - - - - - - - _

Kadin | 35 Karma - - - - - - - - - _

4
5 | Erkek | 34 Yagh - - - - - - - - - -
6

Kadm | 59 Karma - - - - - - - - - _

7 Kadin | 34 Karma - - - - - - - - - _

8 | Kadin | 36 Karma - = - 5 - r £ - R _

9 | Kadin | 24 Yagh - - - - = - - - - -

10| Kadm | 20 Karma - - - 5 - - - - - _

11| Kadm | 34 Yagh - o - - - - - - R _

12| Kadm | 23 Karma - - = - b - - - - _

13 | Erkek 27 Karma - - - = - - - - - _

14 | Kadm | 25 Yagh - - - - - = - - - -

15| Kadm | 54 Karma - - - - - - - - - _

- ciltte bir reaksiyon olmadigini ifade etmektedir

Dermatolojik testlerden elde edilen sonuglar dogrultusunda test edilen biitiin ar1 zehirli
kremlerin herhangi bir iritasyon ve alerjiye sebep olmayarak dermatolojik olarak uygun

olduklar1 sonucuna varildi.

Art zehrinin cilt lizerinde olusturabilecegi hassasiyet iizerine yapilan bir arastirmada
domuzlar iizerinde deri tahrisi ¢alismalar1 yapilmistir. Calisma kapsaminda ar1 zehri
liyofilize edilerek kullanilmistir. Deri tahrisi ¢alismasinda pozitif kontrol grubu %80
etanol ve asetona maruz birakilirken ar1 zehri uygulanan gruba ise 10 mg/ml olacak
sekilde yama uygulamasi yapilmistir. Indiiksiyon bir hafta araliklar {i¢c kez olmak iizere
sol ve sag taraflarda tekrarlanmistir. Ar1 zehri uygulanan grupta 6dem ile degerlendirilen
ortalama cilt reaksiyonu ve hassasiyet oran1 %0 bulunarak pozitif kontrol grubuna oranla
onemli derecede diisiik bulunarak zay1f hassaslastirma oranini temsil etmektedir. Caligma
sonucunda ar1 zehrinin kozmetik iirlinlerde topikal olarak kullanilabilecegi sonucuna

varilmistir [48]. Bu ¢alisma ar1 zehrinin dermatolojik olarak uygunlugunu ve kremlerde
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kullanilabilecek bir bilesen oldugunu dogrulamaktadir. Ayni1 zamanda ari zehrinin
hayvanlarda cilt duyarliligin1 uyarmadigi, cilt tarafindan iyi tolere edildigi ve dermal bir
tahris tehdit olusturmamasi da ar1 zehri igerikli kremlerin insanlar iizerinde dermatolojik

uygunlugunu dogrular niteliktedir.

Ar1 zehrinin cilt tizerindeki tahrisinin incelendigi baska bir ¢alismada ise tavsanlarin deri
ve g6z mukoza membranlarina ar1 zehri uygulamasi yapilmistir. Tavsanlarda olusturulan
deri tahrisi testi i¢in alt1 denek {lizerinde sol tarafa damitilmis su ile negatif kontrol olarak
kullanilirken sag taraf gazli bez ile 0,5 ml ar1 zehrine maruz birakilarak pozitif kontrol
olusturulmustur. Uygulamanin birinci ve tiglincii giinlerinde cilt durumlari eritem, eskar
ve 0dem agisindan degerlendirilmistir. Gz tahrisi icin ise dokuz denek okiiler tahrise
maruz birakilmistir. Deneklerin sol gozii kontrol olarak 0,1 ml steril su ile yikanirken sag
gozleri ise 0,1 ml ar1 zehri ile yikanmistir. Caligma sonucunda ar1 zehri uygulanan
tavsanlarda ii¢ giin sonunda herhangi bir tahris gdzlenmemistir [49]. Bu ¢alisma ile ar
zehrinin ciltte herhangi bir iritasyona sebep olmayarak ari1 zehri igerikli kremlerin

dermatolojik test sonuglarini desteklemektedir.

Arn1 zehri ve propolisin lokalize plak psoriazis hastalig1 tizerindeki etkilerinin incelendigi
bir calismada ar1 zehirli ve propolisli kremin hastalar iizerindeki yan etkilerine
bakilmistir. Calisma siirecinde toplam 48 hastanin 6 tanesinde genel kasint1 yaganmastir.
Fakat bu kasint1 ¢aligmadan ayrilacak kadar agir gegcmedigi ve birkag¢ hafta icerisinde
kendiliginden gectigi belirtilmistir. Yapilan rutin kontrollerde hicbir hastada ar1 zehri ve
propolisli kremin sistemik bir yan etkisinin bulunmadigi sonucuna varilmistir [52].
Atopik dermatit hastalig1 lizerine yapilan baska bir ¢aligmada 136 denek iizerinde ar1 zehri
iceren bir yumusatici ile ar1 zehri icermeyen yumusatici 4 hafta siire ile denenmistir. Ari
zehri igeren ve igermeyen yumusaticilarin etkileri karsilagtirildigi zaman her iki grupta da
iritasyon, kasint, kizariklik tirtiker ve hastaligin alevlenmesi gibi yan etkiler goriilmiistiir.
Bu yan etkilerin hafif siddetli oldugu ve tedavi gerektirmeden giinliik aktiviteleri
aksatmadigi gozlenmistir [185]. Bu ¢alismalar kapsaminda ar1 zehrinin cilt iizerinde bazi
etkilere sebep olabilecegi goriildii. Fakat ar1 zehri icermeyen kremlerde de bu tarz yan
etkiler goriildiigii icin ar1 zehri ve propolisin bu tarz etkilere sebebiyet vermedigi
sOylenebilir. Sonu¢ olarak ar1 zehirli kremlerin dermatolojik olarak uygun oldugu

sOylenebilir.

Yaglanma sonucu ortaya c¢ikan kirisiklik icin ar1 zehirli serum gelistirilen bir ¢alisma
incelendiginde igerisinde %0,006 oraninda ar1 zehri kullanildig1 goriilmiistiir. Gelistirilen
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serumun igeriginde ar1 zehrinin yani sira su, biitilen glikol, alkol, PEG, metilparaben,
sodyum sitrat, koku, EDTA, allantoin ve sitrik asit bulunmaktadir. Calisma sonucunda
toplam kirisiklik ve ortalama kirisiklik derinliginin azaltildigi sonucuna varilmistir [65].
Ayni igerige sahip serumun akne {izerine etkileri mikroskobik olarak ve 12 denekte
randomize ¢ift-kor ¢alisma yapilarak incelenmistir. Ar1 zehirli serumun zehri igermeyen
kontrol grubuna oranla lezyon sayisi ve ciltteki mikroorganizma konsantrasyonu
acisindan onemli derecede etkinlik gosterdigi belirtilmistir. Calisma sonucunda ar1 zehirli
uygulamalarin akne i¢in kullanilabilecegi ongoriilmistiir [163]. Gelistirdigimiz yiiz
kremi formiilasyonu kapsaminda ar1 zehri jelde bulunan kimyasal ve koruyucularin
higbiri bulunmayarak dogal bilesenlerle koruma saglandi. Ayrica %0,006 oraninda zehir
iceren jele oranla formiilasyonlarimizda %0, 1°lik zehir kullanilarak krem formiilasyonlari
hazirlandi. Bu sekilde jelde saglanan kirisgiklik Onleyici ve akneye karsi saglanan
aktivitenin kremlerde de olacag ve yliksek dozda zehir igerigi ile daha etkili olabilecegi

sonucuna varilabilir.

Arn drinlerinin beraber kullanilarak krem yapimini inceleyen bir caligmada ar1
trlinlerinin ¢esitli konsantrasyonlardaki etkisi gelistirilen 12 formiilasyon igin 24
goniilliide 6n kolun volar kismina uygulanarak test edilmistir. Calisma kapsaminda
formiilasyonlar nemlendirme etkisi, bariyer 6zellikleri, organoleptik 6zellikler, renk ve
yayilabilirlik ve epidermal su kaybini azaltma yetenegi gibi parametreler kullanilarak
degerlendirilmistir. Formiilasyonlarda emdiilsiyon baz1 olarak su, parafin, stearil alkol,
laureth 4, sodyum hidroksit, karbomer, metilparaben ve propilparaben kullanilmigtir. Ar
tiriinleri olarak %5-10 bal, %1-3 balmumu, %0,5 art siitii ve %1 propolis kullanilmistir.
Fakat caligma kapsaminda sitotoksik etki, hassas ciltte dermatolojik analiz, antioksidan
ozelliklerin degerlendirilmesi, alerjen ve stabilite analizleri incelenmemistir. Calisma
sonucunda 6zellikle bal olmak {izere ar1 liriinleri igeren kremin ciltte tahris igermeden ¢ok
iyi bir nemlendirme sagladig1 sonucuna varilmistir. Bal, balmumu, ar siitii ve propolis
icerikli formiilasyonlarin cilde uygulanmasi ile cilt pH’inda herhangi bozulma olmadig:
ve tedavi edilen ciltte tahris edici bir reaksiyon gelismedigi goriilmiistiir [161]. Boylece
ar1 zehrinin yan sira diger ar1 iiriinlerini de igeren kremlerin cilt {izrinde bir reaksiyona
sebebiyet vermemesi desteklenir niteliktedir. Tez kapsaminda bunlara ilaveten ar1 zehri
de bulundurarak i¢erisinde kimyasallar1 icermeyen viicut kremi gelistirilerek bu ¢aligsma

ile nemlendirme 6zelliginin bulundugu sonucuna varilabilir.
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4.6.5. Sitotoksisite Testi

Sitotoksisite testi i¢in hiicre kiiltiirlerinin krem Orneklerine maruz birakilarak negatif
kontrole gore hiicre oliimiine sebep olma potansiyeli kantitatif olarak incelendi. M
(medium), NC (negatif kontrol), PC (pozitif kontrol) ve K1 (ar1 zehirli krem numunesi)
kontrol gruplarinin hiicre canliliklar1 % olarak gosterildi. Negatif kontrol grubunda zon

olusum derecesi 0 ve pozitif kontrol grubunda zon derecesi 4 olarak bulundu.

Arn zehirli el kreminde numune canlilig1 negatif kontrole oranla %75,79 olarak bulundu
(Sekil 4.21). Arn zehirli el kreminin direkt uygulandigi kuyucuklarda zon olusumu

derecesi 1 olarak gozlemlendi.
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M: Medyum kontrol, NC: Negatif kontrol (PBS), PC: Pozitif kontrol (SDS), K1: Ar1 zehirli el kremi

% Hicre Canlilig1

PC K1

ekil 4.21. An1 zehirli el kreminde negatif ve pozitif kontrole oranla % canliligi.
S g p g

Arn zehirli ayak kreminde yapilan sitotoksisite analizi sonucunda hiicre canliligi %73,78
olarak bulundu (Sekil 4.22). A zehirli ayak kreminin direkt uygulandigi kuyucuklarda

zon olusumu derecesi 1 olarak gozlemlendi.
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Sekil 4.22. Ar1 zehirli ayak kreminde negatif ve pozitif kontrole oranla % canliligi.
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Arn zehirli yliz kreminde yapilan sitotoksisite analizi sonucunda hiicre canlilif1 %75,62
olarak bulundu (Sekil 4.23). Ar zehirli yiiz kreminin direkt uygulandigi kuyucuklarda

zon olusumu derecesi 1 olarak gozlemlendi.
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ekil 4.23. Arn zehirli yliz kreminde negatif ve pozitif kontrole oranla % canliligi.
Sekil 4.23. Ar1 zehirli yiiz kreminde negatif ve pozitif k 1 la % canlihg

Arn zehirli viicut kreminde yapilan sitotoksisite analizi sonucunda hiicre canlilig1 %77,95
olarak bulundu (Sekil 4.24). Ar1 zehirli viicut kreminin direkt uygulandigi kuyucuklarda

zon olusumu derecesi 1 olarak gozlemlendi.
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Sekil 4.24. An zehirli viicut kreminde negatif ve pozitif kontrole oranla % canlilig1.

Arn zehirli eklem kreminde yapilan sitotoksisite analizi sonucunda hiicre canlilig1 %80,93
olarak bulundu (Sekil 4.25). Ar1 zehirli eklem kreminin direkt uygulandig: kuyucuklarda

zon olusumu derecesi 1 olarak gozlemlendi.
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Numunelerin nicel degerlendirilmesinde hiicre canlilig1 negatif kontrole kiyasla %70’in
tizerinde tespit edildigi i¢in krem Orneklerinin sitotoksik olmadigi belirlendi. Nitel
degerlendirmelerde 2’den daha biiyiik derecelendirme degeri sitotoksik etki olarak kabul
edilmektedir. Numuneler direkt uygulandiginda nitel degerlendirme sonucunda zon

olusum derecesi 1 olarak gozlendi.
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Elde edilen sonuglar dogrultusunda test edilen biitiin ar1 zehirli kremlerin sitotoksik

olmadig1 sonucuna varildi (Ek 5).

Arn zehri ile yapilan bir ¢alismada igeriginde %0,06 oraninda zehir bulunan bir jel
gelistirilerek ar1 zehrinin fototoksisitesini ve fotosensitivitesini belirlenip topikal
dermatolojik kullaniminin cilde zarar1 aragtirilmistir. Domuzlar {izerinde gergeklestirilen
testler sonucunda ar1 zehirli jel tarafindan hicbir deri fototoksisitesi indiiklenmemistir.
Ayrica cildin 1s18a duyarli hale getirme calismasi sonucunda da herhangi bir cilt
reaksiyonu gelismemistir. Calisma sonucunda ar1 zehirli jelin insanlarda giivenle
kullanilabilecegi diisiiniilmektedir [186]. Bu ¢alisma sitotoksisite testlerimizin
sonuclarint destekler niteliktedir ve ar1 zehirli kremlerin sitotoksik bir etkiye sahip

olmadigini1 géstermektedir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Tez kapsaminda i¢indeki ar1 zehri ile hiicrelerin kendilerini yenilemesini ve agr1 hissini
azaltmasim1 saglayan farkli yogunluklarda yiiz, viicut, ayak, el ve eklem kremleri
gelistirilmistir. Yapilan calisma kapsaminda ilk olarak anlagmali aricilardan 6 farkli ari
zehri temin edildi. Ar1 zehirlerinin temini gergeklestirildikten sonra fiziksel, kimyasal ve
mikrobiyolojik analizleri gerceklestirildi. Fiziksel analizler sonucunda biitiin ar1 zehirleri
uygun olarak bulunurken yapilan kimyasal analizler sonucunda melittin i¢in 1, 3 ve 4
numarali; apamin i¢in 5 numarali ve fosfolipaz A2 icin 1, 4 ve 6 numarali ar1 zehri
ornekleri uygun degerler araliginda bulundu. Zehirlerin seker igerikleri incelendiginde
glikoz, fruktoz ve sakkaroz degerleri acisindan 1,3 ve 4 numarali zehirlerin yakin
degerlere sahip oldugu goriiliirken ar1 zehri 5’in en yliksek glikoz ve fruktoz icerigine
sahip oldugu bulundu. Kimyasal analizler sonucunda ar1 zehri 1, ar1 zehri 3 ve ar1 zehri
4’lin krem iretimi i¢in uygun oldugu sonucuna varildi. Mikrobiyolojik analizler
sonucunda ise ar1 zehri 1’de gelisme gozlemlendigi i¢in krem formiilasyonlarinda ari
zehri 4’1in kullanilmasina karar verildi. Secilen ar1 zehri ile 3 farkl yogunluk ve 3 farkh
ar1 zehri konsantrasyonunda 5 ¢esit olmak tizere toplamda 45 {iriin prototip olarak tiretildi.
10 farkli gontillii iizerinde begeni testi yapildi. Goniilliiler iizerinde yapilan denemeler ve
1 ay sonunda {iriinlerde gozlenen duyusal degisiklikler géz oniinde bulundurularak son
krem formiillerine karar verildi. Yapilan testler sonucunda yiiz ve viicut kremleri igin
yumusak, el ve ayak kremleri i¢in orta ve eklem kremi i¢in sert yogunluklu
formiilasyonlar tercih edildi. Sec¢ilen formiilasyonlar ile yiiz, viicut, ayak, el ve eklem
olmak iizere 5 krem i¢in prototip krem tiretimi gergeklestirildi. Gelistirilen prototip krem
izerinde stabilite testi yapilarak uygun ¢ikanlar i¢in antioksidan etki, alerjen, sitotoksisite

ve dermatolojik teste tabi tutuldu.

Gelistirilen tiim formiilasyonlarin stabilite testi uygun bulundu ve test sonucuna gore
kremin kapagi acildiktan 12 aya kadar kullanilabilecegi sonucuna varildi. Antioksidan
etki analizi sonucunda el kremi i¢in %71,94, ayak kremi i¢in %70,98, yiiz kremi i¢in
%85,44, viicut kremi i¢in %86,72 ve eklem kremi i¢in %80,23 antioksidan etkiye sahip
oldugu bulundu. Literatiirdeki benzer {irtinlerle antioksidan 6zellikleri karsilastirildiginda

iretilen kremlerin antioksidan etkisinin yliksek oldugu sonucuna varildi [112, 183].
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Kremlerde yapilan alerjen testlerine gore ar1 zehri kremlerinde alerjen bilesenlerin
olmadig1 sonucuna varildi. Dermatolojik test kapsaminda geceklestirilen patch testi
sonucuna gore kremlerin ciltte herhangi bir reaksiyona, irritasyon ve alerjiniteye sebep
olmadig1 sonucuna varilarak dermatolojik olarak uygunlugu dogrulandi. Sitotoksisite

analizi sonucunda kremlerin sitotoksik olmadig1 sonucuna varildi.

Sonug¢ olarak iilkemizde iretilen ar1 Uriinlerinin gida alanina ek olarak kozmetik
sektoriinde de degerlendirilebilecegi boylece katma degerinin de daha da arttirilacagi
yapilan calisma ile gosterildi. Bal, ar1 siitii ve propolise ek olarak birgok ozelligi ile
onemli ve dogal bir bilesen olan ar1 zehrinin etkilerinden yararlanmak adina bu ¢alisma
kapsaminda yiiz, viicut, el, ayak ve eklem kremleri gelistirildi. Bilinen bir¢ok etkisi ile
ar1 zehrinin, hazirlanan krem formiilasyonlarinda yapilan cesitli analizler ile krem
formiilasyonlarina olan uygunlugu incelendi. Piyasada bulunan ar1 zehri igeren kremler
genellikle yliz kremi olarak satilmaktadir ve igeriginde propolis, ar1 siitii ve bal gibi
yardimci bilesenler bulunmamaktadir. Ayrica piyasada bulunan ar1 zehri igerikli
tirtinlerde ar1 zehri igerigi tam olarak belirtilmemektedir. Bu nedenle, teze konu olan ar1
zehirli kremin piyasadaki kremlerle ar1 zehri igerigi acisindan karsilastirma yapilarak
degerlendirilmesi miimkiin olmamaktadir. Ar1 zehri kremlerde ar1 zehri igeriginin bir
belirteci olarak melittinin saptanmasi ve miktarinin belirlenmesi igin literatiirde
gelistirilen bir yontem mevcuttur [187]. Bu sayede ar1 zehri igerikli kremlerin ar1 zehri

oranlar1 melittin icerikleri ile karsilastirilabilir.

Gelistirilen kremlerin dermatolojik olarak herhangi bir irritasyon ve alerjiye neden
olmamas1 ve yiiksek antioksidan etkiye sahip olmasi, kozmetik sektoriindeki benzer
triinlerle karsilastirildiginda onemli bir avantaj olarak degerlendirilebilmektedir.
Ozellikle hassas ciltli tiiketici grubu acisindan ilgi odag olacagi ongériilmektedir.
Uriiniin ticarilestirilmesinde yaslanma karsit1, UV koruma, akne tedavilerindeki etkisinin
arastirilmasi i¢in analizlere devam edilmesi ve lirlinlin beyan iizerindeki etkinliginin
incelenmesi gelistirilen kremin 6zelliklerini daha iyi tanimlanmasina yardimci olacaktir.
Etkinlik diisiik bulundugu takdirde formiilasyonlardaki ar1 zehri igerigi arttirilmali ve

bunu takip eden analizler tekrarlanarak etkinlik degerlendirilmelidir.
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7. EKLER

7.1. EK 1: Sozlesmeli Aricilik Uretim Sézlesmesi Taslag

..... URETIM SOZLESMESI
Madde 1 Taraflar

1.1. SBS Bilimsel Bio Coziimler San. ve Tic. A.S. (Kisaca SBS)

Adres: Yukart Dudullu Mahallesi Necip Fazil Bulvart KEYAP Carsis1 D1 Blok No: 57
Umraniye Istanbul

L e e (K1S@CA ATICT)

Adresi:

Madde 2 Konu

Isbu sézlesmenin konusu, taraflardan aricinin bu soézlesmesinin ilgili hiikiimleri
cercevesinde, yukarida unvani belirtilen SBS’nin talep ettigi sekilde xxxx iiretmesi ve
aricinin tirettigi bu tirtinlin SBS tarafindan satin alinmasi ve s6z konusu durumun taraflar
tizerinde doguracag1 hak ve yiikiimliiliiklerin diizenlenmesidir.

Madde 3 Taraflarin Hak ve Yiikiimliiliikleri
3.1. Aricr’nin, xxxx iiretimi yaparken iizerine diisen yiikiimliiliikler sunlardir:
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e Arici, SBS’nin belirledigi uzman kisilerin anlattig1 ve gosterdigi sekilde xxxx iiretimi
yapacaktir. Arici, SBS uzmanimin gosterdigi teknikle xxxx tuzagini kovanin xxxx
kismina yerlestirerek xxxx {iretecektir. Uretilen xxxx kovanin farkli yerlerinden
iiretilmis xxxx ve xxxx karistirmamalidir.

e Arict, SBS’nin belirledigi uzman kisilerin bilgisi disinda, herhangi bir sebeple zirai
ilag, antibiyotik vb. kimyasal maddeleri kullanmamalidir.

e Arici, eger kovanlarinda herhangi bir ila¢ kullanmak zorunda kalirsa SBS uzmanina
haber verip, kullanmadan 6nce xxxx tuzaklarin1 kovandan ¢ikartmalidir.

e Arict, xxxx Uretirken temiz su kaynaklarinin bulundugu yerlerde, atik ve fabrikalarin
bulunmadigi, yoldan uzak alanlarda ve pestisit kullanilmayan alanlarda tretim
yapmaya 0zen gostermelidir.

e Arici, sorumlu uzman kisinin belirledigi giin ve saatlerde teorik ve uygulamali
egitimlere miisaitligi 6l¢iisiinde katilmaya 6zen gdostermelidir.

e Arici, Urettigi xxxx kendisi hasat etmemelidir. Hasat islemi sadece SBS’nin
belirledigi sorumlu uzmanlar tarafindan yapilir.

e Arict SBS tarafindan verilen xxxx tuzaklarimi kullanmalidir. Tuzaklar ariciya
tartilarak verilecek ve tartim miktar1 kayit altina alinacaktir. Tuzaklar doldugu zaman
arict SBS’nin uzmanina haber verecek ve uzman dolu tuzaklar1 toplayip aricinin
yaninda tartarak kayit altina alacaktir. Bu ¢alisma sekli liretim sezonu bitene kadar
devam edecektir.

e SBS her aricinin tuzagini ayri1 ayri muhafaza edecek ve tekrar ariciya gondermeden
once amerikan yavru ¢iiriikliigii hastaliginin...vb. yayilmasini 6nlemek amaciyla
dezenfekte edecektir.

e Arici, kovanlarmi farkli bir alana gotiiriirken, xxxx tuzaklarinin toplanmasi i¢in ve
gittigi bolgeyi SBS uzmanlarina bildirmek amaciyla, SBS uzmanlarina haber
vermelidir.

e Arict Urettidi xxxx tamamint SBS’ye Madde 4’de belirtilen sartlar dahilinde
vermekle ylikiimliidiir.

e Arict, SBS’nin belirledigi uzman kisilerin istedigi zaman, {iretim yapilan arihig
ziyaret edip kontrol etmesine yardimcei ve destek olur. SBS xxxx iiretirken aricinin
yaptig1 faaliyetleri her zaman inceleyebilir.

3.2. Aricy, kendisine isinde kullanilmak iizere teslim edilen malzeme, arag ve geregleri,
amaci disinda kullanmamalidir ve is bitiminde SBS’ye teslim etmelidir. Arici, kendisine
bu sozlesme kapsaminda gergeklestirilecek islerde kullanilmak {izere teslim edilen
malzeme, ara¢ ve gerecleri sezon sonunda SBS’ye kotii niyetli olarak teslim etmez ise
(zaiyat hari¢) piyasadaki degeri lizerinden iicretini demeyi kabul eder.

3.3. SBS, Arici’nin Madde 3.1°de gosterilen hizmetlerine karsilik olarak ariciya, madde
4’de belirtilen kilogram iicreti 6demekle yiikiimliidiir.

Madde 4 Ucret
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4.1. SBS, bu sdzlesmenin 3.1. maddesinde belirtilen kosullara uygun olarak xxxx iireten
ariciya, irettigi toplam xxxx miktar1 lizerinden, asagida belirtilen kg tutar1 karsiliginda
Tiirk Lirast (TL.) olarak 6deme yapar.

e xxxx Ucreti 2021 yil1 igin: xxx TL/kg’dir. Aricinin kilogram basina alacagi xxx
TL. asagida madde 5.1°de belirtigi banka hesabina yatirilir.

e Arict eger her iiretimde yeni xxxx tuzagi talep ediyorsa yukarida belirlenen xxxx
fiyatlarindan xxx TL. diisiilerek fiyat belirlenir ve alim yapilir. Bu durumda SBS
her seferinde ariciya yeni tuzak gonderecegini taahhiit eder.

e Sozlesmeye uygun liretim yapan ve iriin analiz sonuglarinda hi¢bir problem
tespit edilmeyen aricilara, bir sonraki yil basari primi uygulanir. Basart primi
uygulamasi asagidaki sekilde yapilir.

1. Her ilave yil i¢in, kg basina 1 TL basar1 primi uygulanir.

2. Her yil xxxx fiyat1 SBS tarafindan piyasa kosullar1 dikkate alinarak
belirlenir. Belirlenen fiyat ariciya yazili olarak bildirilir ve arici ile
karsilikli mutabik kalinir. Basar1 primi belirlenen fiyatin tizerine eklenir.

3. Basari primi birikimlidir. ORNEK OLARAK; 2013 yilinda iiriinii X
TL.’den satin alinan bir aricinin iiriintinde hic¢bir problem tespit edilmez
ise, o aricinin 2014 yilinda drettigi Uriiniin kg fiyati X+1 TL olarak
belirlenir. Eger aymi aric1 problemsiz iiriin vermeye devam ediyor ise
2015 yilindaki fiyat1 X+2 TL., 2016 yil1 fiyati X+3 TL. olarak belirlenir
ve bu tutar her ilave yil i¢in 1 TL. artarak devam eder.

4.2. SBS, xxxx iicretini yillik olarak belirler. Her yeni iiretim sezonunda piyasa
kosullarini dikkate alarak bir 6nceki yildan farkli bir fiyat belirleyebilir. Belirledigi fiyat
bir dnceki yildan farkli ise, bunu arictya bildirir ve arici ile karsilikli mutabakata varilir.
Bu asamada aric1 belirlenen fiyati uygun gérmez ise SBS’ye yazili olarak bildirerek
sozlesmeyi fesih etme hakkina sahiptir.

Madde 5 Odeme Sekli ve Kosulu

5.1. SBS, aricidan aldig1 xxxx analiz yaparak, iiriinde bir problem olup olmadigini tespit
etme hakka sahiptir. Uriiniinde problem ¢ikmayan aricinin ddemesi asagida belirtilen
kosullara uygun olarak gerceklestirilir.

e 50 kg’a kadar teslim edilen xxxx i¢in, 6demenin tamami analiz sonrasi “7” (yedi)
1§ glinii igerisinde aricinin agagidaki hesap numarasina yatirilir.
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* 50 kg-100 kg aras1 teslim edilen xxxx i¢in, ddeme analiz sonrast, 3 taksit halinde
gergeklestirilir. Ik taksit kabulden sonra “7” (yedi) is gilinii icerisinde aricinin
hesabina yatirilir.

e 100 kg ve tizeri teslim edilen xxxx i¢in, 6deme analiz sonrasi, 6 taksit halinde
gerceklestirilir. 11k taksit kabulden sonra “7” (yedi) is giinii igerisinde aricinin
hesabina yatirilir.

Aricinin Bilgileri:

Banka Adt:

Banka Sube Kodu:
IBAN NO:

Hesap Adi ve Numarast:
TC.Kimlik No:

Anne Adi:

Baba Ad1:

Aric1 Kayit No:

5.2. SBS, aricidan aldif1 xxxx analiz yapma ve yaptirma hakkina sahiptir. SBS aricidan
aldig1 xxxx analiz sonucunda herhangi bir kalint1 veya kalite sorunu tespit ederse tiriinii
iade edip 6deme yapmama hakkina sahiptir. Ancak bu durumda Arictya tirlindeki sorunu
analiz raporu ile ispat etmelidir. SBS’nin ariciya 6deme siiresi analiz bitis tarihi ile baglar.
Analiz siiresi maksimum 30 is giiniidiir.

Madde 6 Sozlesmenin Siiresi

Isbu sozlesme, sozlesmenin imzalandig tarihten itibaren bir yil siire ile gecerlidir.
Ancak, s6zlesme bitiminden bir ay Once taraflardan biri sozlegsmenin yenilenmeyecegini
diger tarafa yazi ile bildirmedigi takdirde, s6zlesme ayn1 kosullarla bir y1l daha uzatilmis
sayilir. Diger yillar i¢in de ayni usul gegerlidir.

Madde 7 Sozlesmenin Feshi
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Her iki tarafta s6zlesmenin bitimine bir ay kala karsilikl1 olarak yazili bildirmek suretiyle
sOzlesmeyi fesih edebilir.

SBS, aricinin kotii niyetli uygulamasini tespit ederse (xxxx tuzaklarini bagkasina satmasi
veya {lrettigi iiriinii bu s6zlesmeye aykir1 olarak bagka bir firmaya satmasi gibi) SBS
arictya hicbir tazminat 6demeksizin ve dnceden bildirimde bulunmaksizin sézlesmeyi
tek tarafli olarak fesih etme hakkina sahiptir.

SBS, aricinin bu sozlesmeye uygun sekilde iirettigi lirlinlinlin (analizleri uygun ¢ikan)
bedelini, sozlesmenin 5.1. maddesine uygun sekilde zamaninda 6demez ise, Arici
sozlesmeyi tek tarafli olarak fesih edebilir.

Madde 8 Yaptirim

Aricinin hakli bir neden olmaksizin ve koétii niyetli olarak, sozlesmeyi siiresinden 6nce
sona erdirmesi, tirettigi Uiriinii bagka bir kisiye ya da kurulusa satmasi ya da bedelsiz
vermesi, Xxxx iretimini gergeklestirmemesi durumlarinda, SBS’nin bu sézlesmeden
dolay1r ugradigi zarar1 (o sezon lretecegi Uriiniin bedeli kadar) tazmin etmekle
yiikiimliidiir.

Madde 9 Tebligat

Taraflar, yazili olarak adres degisikliklerini bildirmedikleri siirece, isbu sozlesmede
belirtilen adreslerin 7201 sayili Tebligat Kanunu hiikiimlerine goére gecerli tebligat
adresleri oldugunu, her tiirlii bildirim ve teslim i¢in yukarida gosterilen adreslerin
kullanilacagini kabul, beyan ve ikrar ederler.

Madde 10 Uyusmazlik ve Yetki

Isbu s6zlesmenin uygulanmasindan dogan uyusmazliklarda Istanbul Mahkeme ve icra
Daireleri yetkilidir.

Madde 11 Yiiriirlik
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11 (onbir) maddeden ve 4 (dort) sayfadan olusan isbu sézlesme ....../..../....... tarthinde
Istanbul’da iki niisha olarak diizenlenmis, taraflarca okunarak imza ve teati edilmistir.

SBS

SBS Bilimsel Bio Coziimler San. ve Tic. A.S.

Adres: Yukar1 Dudullu Mahallesi Necip
Fazil Bulvar1 KEY AP Carsis1 D1 Blok No: 57
Umraniye/Istanbul
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7.2. EK 2: Ar1 Zehri Giivenlik Bilgi Formu Ornegi

MRRUK

=1

AB. (EC) 1907/2006% no’ lu REACH

=T FOR Kapno dizentems oldudu 6.0

¥LIA D 3l FURL Yeni dilzenleme tarihi 18,04.2019
tzidiine ve T.C. 27092 no' lu Hazrlama Tarihi 18.12.2020

mevzuating giore hazrlanmistir,

BOLUM 1: Maddenin/karmsimin ve sirketin/ dagricimm kimligi

1.1

1.2

1.3

Uriin ads

Urun ismi * Bee venom from Apis meliifera (honey bee)
(riin Numarasi 1 V3375

Marka 1 Sigma

REACH Na. 1 Uriin veya kullamimi alani kayittan muaf tutuldudundan dolay,

kayit numaras: bu Grin igin uygun degildir.
Madde veya karnisimuin belirlenmis kullammlan ve tavsiye edilmeyen kullanimlar
Belirlenmis kullanimlan  : Laboratuar kimyasallan, Maddelerin imalats
Givenlik bilgi formu tedarikcisinin bilgileri

irke i Sigma-Aldric emie Gm
irket Si Aldrich Chemie GmbH
Eschenstrasse 5
D-32024 TAUFKIRCHEN

Telefon : 449 (0)89 6513-1130
Faks : +49 (0)89 6513-1161
Elektronik posta adresi  :  technischerservicel@merckgroup.com

Acil durum telefon numarass

Acil telefon : 0800 181 7059 (CHEMTREC Deutschiand}
+439 (0}696 43508409 (CHEMTREC
weltweit)

BOLUM 2: Zararhlik tanimlanmas:

2.1

2.2

2.3

Madde veya karnsimun simiflandiriimas:

(EC) No 1272/2008 Yénetmelijine gore tehlikeli madde va da kansim degildir.
Etiket unsurlam

(EC) No 1272/2008 Yonetmeligine gore tehlikeli madde ya da kansim degildir.

Diger zararlar - yok
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7.3. EK 3: Krem Degerlendirme Formu Ornegi

KREM DEGERLENDIRME FORMU

AdSoyad: ..o

Telefon: ...oovvveeei i,

Bu krem degerlendirme formu en uygun krem formiilasyonlarini tespit etmek igin
kullanilir ve 10 goniilliiye uygulanir. Kremleri bir ay boyunca talimatlara uygun sekilde
kullanarak bir ay sonunda asagidaki parametrelere gore degerlendirmeniz gerekmektedir.
Her bir parametre i¢in 1-10 arasi puan vermeniz beklenmektedir. (Kasinti, kizariklik ve

puirtizliliik i¢in O var, 10 yok anlamina gelmektedir.)

PARAMFTRELER

Tarih ..../..... /2020

borem
Formiki

Sirialehilme

riimis

Kazmh

Kizankhl

salalagtmo
Etld

Piiriizhilil

1 Fommial

1 Fommal

3 Fommial

4 Fommal

3 Fommal

£ Fommal

YUZ EREMT

¢ Hommal

T Fomml

& Hommal

I Fommal

2 Fommal

3 Fommal

4 Fommal

3 Fommal

£ Fommal

ol

VUCUT EREMD

. Hommual

& Hommal

1 Hommal

2 Fommal

3 Fommal

4 Fommal

3 Fommal

AK ERFAI

. Fomml

T Fommal

AY

. Hommal

T Fommal

I Fommal

2 Fommal

3 Fommal

4 Fommal

3 Fommal

FL ERFAI

£ Fomml

Fomml

H.Hommal

& Hommul

EELEM ERFMI
é
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7.4. EK 4: Dermatolojik Test Sonucu Ornegi

YEDITEPE UNIVERSITESI
AR-GE VE ANALIZ MERKEZI

YU-AGAM
¥U-AGAM KOZMETIK VE BIYOSIDAL ANALIZ LABORATUVARI ANALIZ RAPORU
Rapor No :KBL3DD0TET
Numunayl Gbnderan :8BS BILIMSEL BIO COZUMLER SAN. VE TIC, A.5.
Taklif Na t KEL200812-01-0LR
Analizin Baglama ve Bitig tarihi 1 D2A0620E0 | 1882020
MNumunenin Laboratuvara Geldigi Tarih :DZN0E20:20
Numune Galig Sekli I Swcakhin = Kargo I 24C
Mumune T - An Zehri Propalis An Sl Bl Sremi
Arnbalaj :Falion Tiip
Uretim we SKT £ i
Bari - Lot e
Miktar : 300 gr
Uretici Flrma  (Marka :SBS BILIMSEL BlD ) COZGMLER BAN. VE TIC. A§. | BEE'D Apicars
Sira | il Geri ) )
No Analiz __ | | Anailz Watodu Limsits | e | AnalizSonuglan | Limit Deger n-w-ndm-]i
1 | Tritasyon veya — ik
2:::0:""“ TE:B::PEA Patch Tast - . Alerjinite Tesplt |
barlillund! .S 0 | L | Ediemedi | ]

Sunu;\lai_ 2545 almnfsh daguhncinlmtahr.
b iy v sl Rk pukands telnfen Sefeie g solgh

WOl 7. B Ara rasors rek T 3y bk b,
bed 2 &ﬂﬂmmikﬁﬂwmwumupunlmmn
Fol 2, Az acagin yusirFa bektilan vamisn ion geca ki

Ml d lew na gy borurmm o gz pagrraisiie
Hz |5I‘H|d'|lllul.rﬂ
P & 7T mm.-lr. Eitarn van Cman R ks o

Fld 1= g e b s T 0 r.mqo-mmqw,m TUMAK T gbradilah

ot B Ligaanil® birpari, m-mmwm-mm-wmum

Fipd 3 Migiar kb ioen asglenas, e b dgd 18w rhrerr

el 1) ﬁmmmmmmmwmmu Mlhmp‘hﬂ-ﬁrr‘nﬂqmﬁ
I ET Ty roaoeen 0 AR GRSy i oo BaRrHOn 0ureno N o SOyl urmaencs iin pocnrer

e ) Mg e Ul ArT o WHE OIS 1s MO WL AT e M) S Ak e vighy,
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Evaluation scale
Classification Description Interpretation
- Mo skin changes Megative
e Faint, non-palpaple erythema Doubtful reaction
+ Palpable erythema Weak reaction
- Strong erythema, papules Strong reaction
HHE Strong erythema, papules, vesicles Extreme reaction
arfand ulceration
IR inflarmmation sharply fimited to the irritant reaction, this kind of reactions may cause many
eupased area, lack of infiltrate, small protdems upon interpretation
petechiae, pustules and efflorescences
ather than papules and vesicles
7. RESULTS
Volunteers characberlstlc Results gfter a8h Results after 72h
No. | Sex Age Skin parameters Skin reaction Skin reaction
1 W 53 c
2 ] 49 c
3 W 20 C =
4 W 35 c
5 (4] 14 o -
B W 59 C - -
7 W 3 C . 8
B W - c - -
] W 24 Q A
w (W 20 C -
1 |w 34 Qa
12 | W 23 C -
13 |m 27 C . -
14 |w 25 Q =
15 | W 53 [

Skin type: N =normal, O —dry, C - combination, 0 - ally
W — woman, M - man

RESUILTS: In 15 subjects, the results of patch tests wera negative, which means that the product does not causa
irritation or allergy reaction in those subjects.
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7.5. EK 5: Sitotoksisite Test Sonucu Ornegi

YEDITEPE UNIVERSITESI
AR-GE VE ANALIZ MERKEZI
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vi-AgAM KOZMETIK VE BiYOSIDAL ANALIZ LARORATUVARI ANALLZ RAPORY
Rapar No SKBL2O00OTES
Numuneyl Géndenen :50% BiLIMSEL B0 COPUMLER SAN. VETIC.AS
Taidiif Na + EL F0061 2:01-0LR
Aalizin Baglama v Bitig tahi : QRMTEENR0 I oo
Mumuneain Laborauvara ek Tarlh 102082020
Numuno Geliy Sekll ' Bacakhid : Kanga §24°C
Murmume Tl 1 An Zehn Propelis An SUHcE Krami

Al { Failin Tl
Uretim vo SKT £ i

Sarl - Lat W

Mk bt = 300 gr
Oreticl Firma  /Marka CERS BILIMESEL B0 COFOMLER SAN. VE TRC. A5,/ BEE'D Apicans

Sara Clgplim Gari

Ha Analiz Anafic Meiodu Limsita K i imaliz Sonuglan Limit Defar Do fpnrandirms

1 . TS EN IS0 - | Sitotoksik olmadidi
| ety | tosaxs | =) | tespit e,
Scnuglar,.,, esas alinarak dagedendinkmigtr.

Féot 1. B e Ty ATy
Mok m-lﬂqn';“hﬁlmﬂhﬂrlﬂllmlp‘!m-

Hel b Vigins brsfirden miisres, e e igil g i sourTh ong B
Fet 10 Surura dma &2 soeder nuUnErn palon mirdgs alicn gacmidl
k=i i1 r,hm“quﬂwmumlmmm maar 20k 5aa T ETLCiar sann ¥ rases sksreriple

1K Tugee YURDAKLIL
Gogia MOrendial

i Birlm Mumumne Ka or Dyzanlame

Souml s
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