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Ozet

Arbutin bir ¢ok tibbi bitkide bulunan ve dogal olarak olusan glikozittir. Arbutin iceren ilaclar basta cilt kanseri
tedavisi olmak {izere idrar yollar1 enfeksiyonlarinin tedavisi, bobrek tasi tedavisi, yetiskinlerin cildinde goériilen
¢il ve leke gibi rahatsizliklarin tedavisinde cilt beyazlatma ajani olarak kullanilir. Arbutin bazi bitkilerde, yiiksek
derisimde bulunan bir glikosile hidrokinondur. insan metabolizmasindaki tirozinaz enzimi iizerindeki onleyici
etkisi, dogal olarak olugan arbutin anomerininkinden daha giiglii oldugu i¢in kozmetik endiistrisinde biiyiik
uygulama potansiyeline sahiptir [1]. Metabolizmada ilag etken maddeleri farkli pH sartlartyla ve kimyasal
ortamlarda ayrigsmakta ve emilim gostermekte ve bozunmaktadirlar. Bu etken maddelerin ruhsatlandirilmasi i¢in
Uluslararast Uyum Konseyinin (ICH) [2], belirledigi sartlar dogrultusunda Arbutinin LC-MS/MS teknigi ile
farkli stres kosullarinda (asidik, bazik, oksidatif, termal ve UV) davranigi incelenmesi 6nem arz etmektedir. Bu
calismada Arbutinin zorlanmig kosullardaki bozunurluk {irinleri analiz edilmistir. HPLC teknigi ile MS/MS
analizleri i¢in optimum kosullar belirlenmistir. Analizlerde ACE 5 C18 250*4,6 mm kolonu kullanilmistir.
Ayirma 10:90 (v/v) metanol-su ve %0,1 formik asit ortaminda gergeklestirilmistir. Kiitle analizlerinde EJS-ESI
teknigi ve pozitif iyon modda bozunurluk irtinleri gbzlemlenmistir [3-4-5].

Anahtar kelimeler: 1-Arbutin, 2-LC-MS/MS, 3-Bozunurluk Uriinleri.

Degradation Products Of Arbutin By Lc-Ms/Ms Technique in Forced
Conditions

Abstract

Arbutin is found in many medicinal plants and naturally occurring glycosides. Drugs containing arbutin is used
to treat urinary tract infections, including particularly skin cancer, kidney stone, disorders such as freckles and
stains on observed the skin of adults as a skin-whitening agent. Arbutin is glycosylated hydroquinonein present
at high level concentration in some plants. As The prevent effect on human tyrosinase inhibitory enzyme is
stronger than naturally occurring arbutin anomeric has great potential for application in the cosmetic industry.
Pharmaceutically active compounds in metabolism are separated in different pH, absorbed and degraded. In
accordance with requirements of the International Compliance Council Compliance, The behavior of arbutin
under different stress conditions (acidic, basic, oxidative, thermal and UV) must be examined with LC-MS / MS
technique for the licensing of these agents. In this study, Degradability products of arbutin under forced
conditions. Optimum conditions for HPLC technique MS / MS analysis were determined. ACE 5 C18 250x4,6
mm column was used during the analysis. Seperation was carried out with the mobile phase10:90:0.1 (v /v / V)
methanol-water-0.1% formic acid. Degradation products have been observed in mass analysis in EJS-ESI
technology and positive ion mode.

Keywords: 1-Arbutin, 2-LC-MS/MS, 3-Degradation Products
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1.Giris

Arbutin  ihtiva baz1 bitki familyalarn
sunlardir; nane, lavanta ¢icegi, kekik gibi kokulu
bitkileri igine alan ve iki ¢enekli bitigik tag
yapraklilardan olusan ballibabagiller
(Lamiaceae) familyasi. Fundalar takimindan,
bayag funda veya siiplirge ¢alisi, acelya, yaban
mersini, koca yemis gibi cogu her zaman yesil
bircok cali ve agagcigi icine alan fundagiller
(Ericaceae) familyasi. Ayr ta¢ yaprakli iki
ceneklilerden, Ornek bitkisi taskiran otu olan
taskirangiller (Saxifragaceae) familyasi. Cilek,
armut, elma, badem vb. tiirleri igine alan, ayr1 tag
yaprakli iki ¢eneklilerden, Ornegi giil olan
giilgiller (Rosaceae) familyasindan olan bitkiler
arbutin igerirler [6].

Arbutin; kojik Asit, azelaik asit benzeri etki
gosterir. Ciltteki fazla melanini inhibe ederek
cildin renk ayrigmalarini kisa siirede ( 8-12 hafta

) azaltr. Leke ya da hiperpigmentasyon
tedavisinde etkili aktiflerden biridir. Cilde
uygulanmasindan hemen sonra enzimlerle

birleserek fazla tirozin oksidasyonunu engeller.
UV ile olusan pigmentasyonda da etkili oldugu

klinik olarak ispatlanmistir [1]. Arbutin
“(2R,3S,4S,5R,6S)-2-Hydroxymethyl-6- (4-
hydroxyphenoxy)oxane-3,4,5-triol”  (Sekil 1),

viicut icerisinde damar biiziicli, antimikrobiyal
ve dezenfektan Ozelliklere sahip hidrokinona
donistaralir [7]. Hidrokinon hiperpigmentasyon
tedavisinde yaygin olarak kullanilir. Arbutin
fenolik olmadigi  diislintilen  glikollesmis
benzokinondur. Ayrica hidrokinona doniistiigii
icin asir1 renklenmede etkilidir [7-8]. Sistemik
olarak arbutin mide bagirsak sisteminde emilir
ve biyolojik olarak hidrokinona doniistiiriiliir. %
65-75 araliginda sindirilen arbutin bobreklerden
atilir. Melanin, trozinaz ile salgilanir. Hidrokinon
trozinazi inhibe ederek melanin sentezini
durdurur [9]. Arbutin topikal uygulamada, daha
yiiksek derisimlerde, daha az toksisite ve tahrig
ile lokalize bir etki saglar [9-10].

Bir ilag maddesinin safsizlik profili ve
kararliligi, giivenlik degerlendirmesi ve iiretim
siirecinde ¢ok Onemlidir. Stres testleri, etkin
maddelerin zorlanmis kosullardaki pargalanma
iriinleri ve par¢alanma mekanizmalar1 hakkinda
bilgi edinmek igin yapilir [11]. Bu konu ile ilgili
literatir ~ aragtirmas1 yapildiginda  Arbutinin
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bozunma {rlinlerinin analitik yontem ile Kiitle
Spektrometrisiyle tespiti ile ilgili caligmaya
rastlanmamigtir.  Bu  ylizden  Arbutinin
bozunurluk iirlinlerinin tayini i¢in giivenilir ve
kullanigli bir yontemin gelistirilmesi gereklidir.
Bu amagla, etken maddelerin asidik, bazik,
oksidatif, termal ve fotolitik kosullardaki
bozunma iriinleri m/z degerleri ve parcacik
orneklerine dayanarak tespit edilmistir.

Sekil 1. Arbutin

2. Materyal ve Metot

2.1. Kimyasallar

Analizlerde kullanilan  tiim  kimyasal
maddeler ve ¢oziiciiler analitik saflikta
kullanilmigtir.  Arbutin = Alfa Easer (USA)

firmasindan temin edilmistir. Metanol, formik
asit,  hidroklorik  asit,  sodyumhidroksit,
hidrojenperoksit MERCK Kimyasal Tiirkiye
firmasindan elde edilmistir. Ultrasaf su Thermo
marka ultrasaf su cihazindan temin edilmistir.

2.2, Stok ¢ozeltisinin hazirlanmasi,
kalibrasyon grafigi ve dedeksiyon limitleri

Arbutinin stok ¢0Ozeltisi analitik safliktaki
metanol ile 100 ppm derisiminde hazirlanmstir.
Kalibrasyon grafigi; 0.5-1-3-5-10-20 ppm
derisimlerinde, stok ¢ozeltisinden mobil faz ile
(%0.1 formik asit igeren, 10:90 v/v, Metanol/Su)
seyretilip 6 noktali olarak olusturulmustur, R?:
0.9997 olarak hesaplanmustir. LOD
(gbzlenebilme simir1): 0.560 ppm, LOQ (tayin alt
smir1): 1.998 ppm, egim: 0.3188, kesim: -0.046
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olarak  bulunmustur. Tim ¢ozeltiler
standartlar +4 C° de muhafaza edilmistir.

Ve

2.3. Yiiksek performansh s1vi kromatografi-
kiitle spektrometresi kosullar:

Kromatografik analizler i¢in Agilent 1200
Infinity UPLC sistemi kullamilmigtir. UPLC
sistemi yliksek basing pompasi, DAD dedektér,
oto Ornekleyici, degazor, kolon firini, ve
sogutucu kisimlar1 igermektedir. 280 nm’de
sistem Arbutin i¢cin optimize edilmistir. ACE-
C18 (250%x4.6 mm, 5u) kolunu kullanilmistir,

sabit faz 40 C”de tutulmustur. Enjeksiyon hacmi
1 uL, mobil faz akis hiz1 1.2 mL/dk olarak metod
olusturulup uygulanmigtir. LC-MS/MS analizleri
Agilent 6460 triple quad kiitle spektrometresiyle
yapilmistir. Elektrospray Jet Stream iyonlagtirma
teknigi  kullamilarak  pozitif iyon modda
bozunurluk belirlenmistir.  Kiitle
taramasi sonucunda Arbutinin kiitle spektrumu
295 ([M+Na]®) m/z olarak goézlemlenmistir.
Kiitle spektrometresi kosullar1 Tablo 1. de
verilmistir.

drinleri

Tablo 1. Kiitle spektrometresi kosullar

Genel Ayarlar Degerler Analiz Parametreleri Degerler
Gaz Sicaklig 325 C° Ana Kiitle 295.0 m/z
Gaz Akis Hizi 11 L/dk Taninma Uriinleri Kiitleleri 248';_/:;60'7

Piiskiirtme Basinci 45 psi Kiitle Izleme Siiresi 45 ms
Tastyic1 Gaz 0 T
Sicakligs 400 C Carpigma Enerjisi 30
Tasiyic1 Gaz Akis
Hizi 12 Lidk Alikonma Siiresi 3.4 dk
Kapiler Voltaji 3000 Volt

3. Sonuclar
3.1. Arbutinin bozunma prosediirii

ICH bozunma c¢alismasina uygun olarak
Arbutinin parcalanma friinleri; asidik, bazik,
oksidatif, termal, UV 1sik, kosullar1 altindaki
davranisi LC-MS/MS teknigi ile incelenerek
belirlenmistir. Bu kosullar; 1 M HCI 100 C°-30
dk, 1M NaOH 100 C°-30 dk, %3-%30 H.0, 100
C°-30 dk, 6-24 saat 100 C° termal bozunma, 6-
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24 saat 254 nm dalga boyunda-oda sicakliginda
UV stk altinda bozunma sartlarinda, ICH
prosediirii uygulanarak sonugclar
degerlendirilmistir. ICH sartlar1 uygulanarak
elde edilen MS pikleri ve Arbutinin ¢arpisma
enerjisi altinda elde edilen pargalanma {iriinleri
Sekil 2. ve Sekil 3.te gosterilmigtir. MS
piklerindende agikca anlasildig gibi; Arbutin en
fazla oksidatif kosulda olmak lizere, tiim stres
testlerinde parcalanmis, stabil kalmamustir.
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Sekil 2. Stres testi bozunma tiriinleri MS pikleri
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Sekil 3. Carpigma enerjisiyle elde edilen Arbutinin par¢alanma sonucu olusan MS pikleri

3.2. Arbutinin asidik kosullardaki bozunmasi

100 ppm stok olarak hazirlanan Arbutin
cozeltisinden 10 pmm’e 1 M HCI ile seyreltme
yapildi. Amber viale alinan bu ¢ozelti 100 C° de
30 dakika boyunca firin i¢ersinde bekletildi. LC-
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MS/MS cihazina 1 pL hacminde enjekte
edildiginde, Arbutinin kismen bozunmus oldugu
249.1-215.0-183.0 m/z  kiitle  piklerinin
olusumundan anlasilmigtir. Olusan iirinler Sekil
4. de sematize edilmistir.
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Sekil 4. Arbutinin asidik sartlardaki bozunurluk iirtinleri

3.3. Arbutinin bazik kosullardaki bozunmasi

100 ppm stok olarak hazirlanan Arbutin
¢ozeltisinden 10 pmm’e 1 M NaOH ile seyreltme
yapildi. Amber viale alinan bu ¢ozelti 100 C° de
30 dakika boyunca firin igersinde bekletildi. LC-
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MS/MS  cihazma 1 pL  hacminde enjekte
edildiginde, Arbutinin kismen bozunmus oldugu
249.1-209-118 m/z kiitle piklerinin olusumundan
anlasilmistir. Olusan triinler Sekil 5.”de sematize
edilmistir.
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Sekil 5. Arbutinin bazik sartlardaki bozunurluk iiriinleri

3.4. Arbutinin oksidatif kosullardaki
bozunmasi

100 ppm stok olarak hazirlanan Arbutin
¢ozeltisinden 10 pmm’e %30’luk H,O; ile
seyreltme yapildi. Amber viale alinan bu ¢ozelti
100 C° de 30 dakika boyunca firin igersinde

bekletildi. LC-MS/MS cihazina 1 pL hacminde
enjekte  edildiginde,  Arbutinin  tamamen
bozunmus oldugu 205-136.9-118.9 m/z kiitle
piklerinin olusumundan anlasilmistir. Olusan
triinler Sekil 6.’da sematize edilmistir.
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Sekil 6. Arbutinin oksidatif sartlardaki bozunurluk {iriinleri

3.5. Arbutinin termal ve fotolitik kosullardaki
bozunmasi

100 ppm stok olarak hazirlanan Arbutin
¢ozeltisinden 10 pmm’e mobil faz ile seyreltme
yapildi. Amber viale alinan bu ¢ozelti 100 C”de
24 saat boyunca firin igersinde bekletildi. LC-
MS/MS  cihazina 1 pL hacminde enjekte
edildiginde, Arbutinin kismen bozunmus oldugu

kiitle piklerinin olusumundan anlasilmistir.
Fotolitik bozunma ise Arbutin stok ¢dzeltisinden
10 ppm’e mobil faz ile seyreltme yapilarak, 254
nm dalga boyunda 24 saat boyunca bekletilerek
yapilmigtir. Hem termal hemde fotolitik sartlar
altinda Arbutin 249.1-215-182.9-136.9-85 m/z
bozunurluk kiitle piklerini vermistir. Olusan
irtnler Sekil 7.’de sematize edilmistir.
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Sekil 7. Arbutinin termal sartlardaki bozunurluk iiriinleri
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4. Tartisma

Bu calismada kozmetik tiriinii ve ilag etken
maddesi olan Arbutinin farkli stres kosullar
altinda pargalanma {irlinlerinin tayini ICH
rehberine uygun olarak LC-MS/MS teknigi ile
incelenmistir. Metabolizmada ilaglar ¢esitli pH
ortamlarinda ve farkli kimyasal kosullarla
karsilasabilmektedir. Aynm1 zamanda ilaglar
proses asamasinda ve uzun raf siirelerinde
bozunma  gosterebilmektedir. Bu  yiizden
bozunurluk firiinlerinin tayini {irlinlerin daha
saglikli ve verimli kullanilmalar1 agisindan 6nem
arz etmektedir. Konuyla ilgili literatiir
calismalari  incelendiginde  Arbutinin ICH
prosediiriine uygun bozunurluk ¢alismasi
olmadigr goriilmiistiir. Calisma kapsaminda
Arbutinin farklt metabolik davranislari hakkinda
yeni ve 0zgiin veriler elde edilmistir.

Calismalar sonucunda Arbutinin asidik,
bazik, oksidatif, termal ve fotolitik kosullarda
kararli olmadigi, oksidatif kosulda tamamen
bozundugu, diger kosullarda ise tamamen olmasa
bile yiiksek oranda bozunuma ugradigi
goriilmiigtir.  Kiitle spektrumlarinda baskin
pikler degerlendirilerek parcalanma iiriinlerinin
olas1 kimyasal yapilar1 degerlendirilmistir.
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