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Ozet

Literatiirde tanimlanan birgok kromatografik sisterim
denenmesinden sonra, dbgyazlatici kozmetik Grinlerde
kojik asit (CAS RN 501-30-4) veya arbutine’in (CAS RN7-
76-7) ayirimi, tanimlanmasi ve dozaji icin TLC
HPLC/UV’'nin gruplandinimasinda basit ve hizl biretoc
gelistirmek icin optimalsartlar olwturuldu. Tarama, TLC il
selliloz ve silikojel yuzey Uzerile UV indikatér ve pol:
mobil ¢ozicl ile gercekiérildi. HPLC/UV ile tanimlama v
kantitatif dggerlendirme gézoniine alirginda, en iyi sonugls
diol gruplarla greffed polar bir sabit faz ve pHo'8a mobi
fazda tamponlanm bir polar kullanilan direk faz
kromatografi ile elde edilir.

HPLC metodu Uzerine laboratuvarda 6n gecerlilikee:
uygulandi: tespit edilen sinirlar, standagti edogrusallg ve
laboratuvarda tekrarlanabilmesi ve kantitatifgeidendirme
orneklerinin tekrarlanabilmesi.

Anahtar Kelimeler: 4-HidroxyphenylB-p-glucopyranoside,
5-hydroxy-2-hgaymethyl-4-pyrone,
Arbutine, HPLC/UKojik asit
(INCI adi) desyazlatici kozmetik
urdinler, TLC

T Klin Kozmetoloji 2002, 3:48-58

Summary

After testing several chromatographic systems dle
in the literature, the optimal operating conditiovere retaine
to develop a simple and rapid methotbuping TLC ar
HPLC/UV for separation, identification and dosagekofic
acid (CAS RN 501-30-4) or arbutine (CAS RN 4977)6i
skin-whitening cosmetic products. The screening is edrai
by TLC on cellulose plate and by TLC on silicagelt@lavitt
UV indicator and polar mobile solvent. Regar
identification and quantitative determination by LHRPUV
the best results were obtained by direct phasentdagraph
using a polar stationary phase greffed with diaugps and
polar buffered mobile phase at PH 2.5.

Intralaboratory prevalidation tests were carriet@uth
HPLC method: detection limit, linearity and intradaator
repeatability of standard curves and repeatahbiftysample
gquantitative determination.

Key Words: 4-HydroxyphenylB-b-glucopyranoside-2-
hydroxymethyl-4-pyrone, Arimg, HPLC/UV,
Kojic acid (INCI name=, Skirhitening
cosmetic products, TLC
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Yakin zaman 6nce, kozmetik Urlnler igcinde
hidroquinone’un bir deri acicisi Urlin olarak uygu-
lanmasi Avrupa Konseyi (EC)idari Konseyin
Etkileri 76-768/EEC'’in teknik geyimesine 24.
uyumu) tarafindan iptal edildi.

Uzun kullanimdan sonra, ila¢ yan etkileri icin
belirgin bulgularin 6zellikle derideki okronotik
desisikliklerin yiiksek prevalansi, oncekidari
Konsey 76/768/CEE no’lu direktifi son teknik ve
bilimsel gelsmelere adaptasyonu icin EC'yi
hizlandirdi. AB iye (lkelere 30 Haziran 2000’i
gecmeyeceksekilde, tamamlamak icin gerekli
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yasalarl, duzenlemeleri ve idari skdlari, idari
zorlamalar ve hidroquinone iceren deri acicl
kozmetik drlnlerin 31 Ekim 2000’'den sonra
tiketiciye ulamasini garanti edecek 6nemli
onlemleri almalari 6nerildi.

Bununla beraber Avrupa’daki kozmetik
formullerde Asya kokenli, alternatif aktif maddeler
ortaya cikarildi. Bunlarin arasinda, melanin
biyosentezi ile etkilgen iki tirozinaz inhibitort
vardir: 5-hydroxy-2-hydroxymethyl-4-pyrone
(IUPAC) veya kojik asit (INCI) ve 4-
hydroxyphenylB-p-glucopyranoside veya arbutin

T Klin Kozmetoloji 2002,



DERI BEYAZLATICI KOZMET IKLERDEKI KOJIK ASIT VE ARBUTINE'IN TANIMLANMASI VE KANT ITATIF ANALIzZi

Le) CHOH

Kojik asit

HO

Arbutin

Sekil 1. Kojik asit ve arbutine’in yapisal formdilleri.

(Sekil 1). Heriki bilgik de, Avrupa Konseyi'nin
kozmetik drtinler hakkinda uzman komitesi (Halk
Saligt  Komitesi)ynin  son aktif prensipler
listesinde, deri acici trlnler olarak adlandirildi.

Kojik asit (KA) Aspergillus, Penicillium ve
Acetobacter mantarlarinin sekonder metabolitidir.
Kozmetik icerikler Avrupa Envanterinde “katki
maddesi” olarak listelenstir. isve¢’de kozmetik

icerik olarak uygulamasinda yasaklama vardir.

Tersine, Arbutin (AR), bazi Ericaceae’den
Ozellikle Arctostaphylos uva ursi (CAS RN 84776-
10-3) ve Arbutus unedo (CAS RN 84012-12-
4)'den elde edilir. Her iki elde edilen Griinde
Kozmetik Icerikler Avrupa Envanterinde botanik
maddeler olarak listelengtir. KA'nin deri
depigmentasyon aktivitesi, tirozinaz'in katekolaz
aktivitesi ve kreolazin inhibisyonundan
kaynaklanir (1). AR, L-dopa ile tirozinaz
Uzerindeki reseptor yeri icin yam ve L-dopa’nin
L-dopaquinone’a oksidasyonunu yahir (2).

Kozmetik kullanimda, KA'nin guvenilirgini
degserlendirmek icin, bulunabilen literattr verileri
yetersizdir ama insan @agini  tehlikeye
sokabilecek toksik potansiyel dikkat cekmektedir.
Literatirde  KA'nin  deri irritasyonu  ve

sensitizasyonu rapor edilmektedir (3,4). Sistemik

toksisitenin ana hedef organlari kagmi ve
bobreklerdir (5). Ek olarak, tUreme gahalari
ratlar icin embriyotoksik potansiyel géstermektedir
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(6). Mutajenik ve genotoksik sonuglari kesimies
degildir (7,8). Dahasi, deri absorbsiyonu hakkinda
bilgi yeterli degildir. AR, asidiksartlarda D-glukoz
ve hydroquinone’a hidrolize olur ve bobylece
hydroquinone’un istenmeyen @gan etkilerini
gOsterir.

Hazirlayici Analitik Cali smalar

Literatiirde, fenollerin (11), mikotoksin ve
aflatoksin (12-18) gibi mantar metabolitlerinin ve
aktif bitkisel komponentlerin (19-21) analizi igin
¢cok sayida kromatografik metod sunulmaktadir.
Yeni deri acict preparatlarin rutin analizi
cercevesinde, Ozellikle erken  yayinlagmi
metodlarin duzenlenmesinden ziyade, deneysel
metodlari gelitirmek ve optimize etmek acikca
daha cok ilgi uyandirmaktadir. Bu gaha, yuksek
basin¢h likid kromatografi (HPLC) ile kombine,
ince tabaka kromatografi (TLC) kullanilarak KA
ve AR tanimlanmasina goére tasarlagtmi

Fenoller,sekerler vey—pyron’lar icin ayri ayri
degisik polariteli ¢dzlculer ve sprey sollsyonlar
gelistirilerek kullanilan, RP-18 ylzeyler Uzerinde
geri dongebilir bdlmeli faz TLC uygulanan ve
silika yuzeyler Uzerinde TLC adsorbsiyonuyla
beraber bircok hazirhk camalar, ne yazikki
kesin sonuca ugmaktan uzakti. KA ve AR'nin
hassas ayirimi, mobil faz olarak ethylasetat:
methanol:su orani (85:17:13, v:v) kullanilarak TLC
absorbsiyonuyla elde edildi. Onceden, Van Haelen
(19), bu tekrgi, cig tibbi bitkilerden elde edilen
biyolojik aktif unsurlarin dansitometrik tespitiyle
uyumlu bir sekilde uygulamyti. Tersine, polar
asidik developerli selliloz ylzeylerin Uzerinde,
AR’nin degil sadece KA'nin migrasyon yagi
gOzlenmgti. Bu ayirim, Aspergillus spp.’den
turetilen aflatoksin ¢ajmasi icin Zeringue (13)
tarafindan uygulandi. Bitlin bu son kromatografik
metodlar, piyasada bulunabilen  kozmetik
formuillerdeki KA ve AR’'in varlgini  hizla
tarayabilecekekilde secildi (Tablo 1'e bakiniz).

Ek olarak, TLC ile hazirhk tanimlanmasini
dogrulamak ve konsantrasyonlari kantitatif olarak
degerlendirmek icin, HPLC analizleri yapildi.
HPLC ayiriminin optimizatord, bir grup izokratik
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Tablo 1. Ince tabaka kromatografik tarama

DERBEYAZLATICI KOZMET IKLERDEKI KOJIK ASIT VE ARBUTINE'IN TANIMLANMASI VE KANT ITATIF ANALIZI

Deri agici Yuzey Bulunma ortami Rf Tespit sinir) (ig
Kojik asit Seliiloz UV 366 nm, ferrik klorid 0.81 5.

Kojik asit Silikajel UV 366 nm 0.69 n.d.x

Arbutine Silikajel a-Naphtol 0.53 0.75

Arbutine Silikajel Gibbs reagent 0.53 15

*tespit edilmedi

sartlar altinda uygulanan gigik denemelere
dayaniyordu.  Artan  polariteyle  kullanilan
kolonlarla geri dongebilir fazdan normal faz'a
kadar dgisen oOzellikler, sabit fazlar tarafindan,
artan polariteyle uyumlu kolonlarla cevrilgtii (C-
18, C-8, Cyano and Diol), bitiin mobil fazlar,
desisik pH'larda tamponlarla kagmis veya nétral
olsun, polar kromatografik performans ve pik
rezollsyon icin ayri ayri optimahrtlarin secimli
retansiyon zamani @erlerine (Rt), CFR asimetri
faktoriine (CFR) veya USP tailing faktérine (TF)

dayaniyordu ve biz son parametreler igin 1.0'dakorunmy spektrumlari

ideal dgeri amacladik:
CFR = w [0.10]/F[0.10]
T = w [0.05]/F[0.05]
%10 yukseklikte w[0.10] ve F[0.10] pik gefik
ve pik tst sinirdi ve %5 yukseklikte ise w[0.05] ve
F[0.05] pik gerglik ve pik Gst sinirdi.

Geri dongebilir faz HPLC ile sglanan
sonuglar, tatminkar @édi. Rt deserleri hichir
zaman 1.7 dakikaya emedi. Dahasi, KA ve AR
icin ayri ayri range’leri 1.22’den 4.09’a ve 0.8&rd
2.61'e dgisen CFR dgerleriyle zayif simetri ve
rezolisyon yoklgu g6zleniyordu. Normal faz
HPLC ile oldukca iyilemis sonuclar ve asidik bir
mobil fazla, Grtin elde edildi. 2.5 dakikada buyiik R
degerleri ve azalmy CFR ve TF dgerleri her iki
analyte’ler icinde iyi kromatografik sartlari
dogruluyordu. Optimal ayirim ve rezollsyon, bir
diol kolon (en polar olan) ve pH= 2.5'da bir
methanol: 0.0 KH,PQ, (65:35, v:v)'1n mobil fazi
ile esit kromatografik sartlarda elde edildi. Asit

tamponlardan yararlaniimasiyla, belirgin olarak karbonat

CFR ve TF dgerleri dist0.

Her kantitatif dgerlendirme, 6énemli derecede,
aktif bilesimin kalitatif TLC dezerlendirmesiyle
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Tablo 2. Optimal ayirimsartlarinda kojik asit ve

arbutine piklerinin HPLC/UV kromatografik pa-
rametreler

Bilesim Retansiyon  Asimetri  Tailing
3 zamani (dk) faktori faktori
Kojik asit 3.4 1.08 1.18
Arbutine 3.9 1.18 1.11
oncelikli oluyordu ve standart sollisyonlarin

ile ornek spektrumu
karsilastirmasi icin diod sira bulma sistemi ve
spektrofokusla donatilmi HPLC ile dg@rulugu
kontrol edilmiti. En iyi uygulanabilen analiz
teknigi tespit sinirl, konsantrasyon glasallgi
sinyali, tekrarlanabilirlik ve ara gerlendirme igin
kontrol edildi.

Deneysel protokoller

Kojik asit ve arbutinin ince tabaka

kromatografi ile bulunmasi
Reaginler

Milli-Q purfikasyon sistemiyle (Millipore,
Bedford, MA, USA) yiuksek kaliteli su hazirlandi.
Analitik derecelendirmeye goOre butlin reaginler:
ethanol (Merck, NJ, USA), formik asit (%99, Carlo
Erba, Milan, ltaly), 2-butanone (%99, Acros
Organics, Geel, Belgium), tert-butanol (%99.5,
Acros Organics), ferrite kloride (Merclg;naphtol
(F.S., Merck), sulfurik asid (%40, Merck), 2,6-
dikloroquinone-4-chlorimide (GR, Merck),
methanol (Lichrosolv, Merck) ve anhidroz sodyum
(extra-pure DAB, Merck)seklinde

siralandilar. KA ve AR standartlari ayri ayri
Sigma-Aldrich ve Extrasynthese tarafindan
sglandi.

T Klin Kozmetoloji 2002,
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Aparatlar kozmetik 6rneklerle (1JuL) yuklendi. Bunlar etil
Kromatografik ~ analizler, ~ konvansiyonel 2asetatmetanol:su orani (85:17:13, v.v) ile yakia
camdan gedtirilmi s odalarda yergirilmi s silikojel 18 cmlik bir yiikseklge kadar develope edildi ve

ylzeyler (Bss 20 cm x 20 cm 0.25 mm, Merck) Selliloz yiizeyler gibi hood altinda kurutuldu.
velveya selliloz ylzeyler (Macherey-Nagel 300-25, Gibbs reagin’i
UV 254, 20 cm x 20 cm x 0.25 mm, Alltech)’le

: ikinci yiizey uzerine, 2,6-dikloroquinone-4-
uygulandi. Analyte spotlar, bir UV lamba altinda

chlorimide (%21'lik metanolde) ve sodyum

acia cikarildi (Ultraviolet Products Inc.) karbonat (%21ik suda) Larli bir sekilde
Standart soltsyonlar spreylendi. Renkler 45 dakika sonra ortaya ¢Gikti.
KA’nin ¢aligilan standart solusyonlari, stok bir Rf dezerleri KA ve AR icin ayri ayri 0.69 ve

solisyonun etanolde (12 g L uygun  0.53di. AR'min bulunma limitleri a-naphtol
sulandinimasiyla gunlik olarak hazirlandi (6, 4.5, reaginli 6rngin 0.75ug (standart) veya %0.0019

1 ,
3 ve 1.5 g [). Benzer olarak, AR'nin standart (m:m) ve Gibbs reaginli 6rn 1.5 g (standart)
soliisyonlari da, stok solisyonun sulandiriimasiylayeya 940.0039 g dolaylarindayd.

(etanolde 12 g 1) elde edildi (4.5, 3, 1.5 ve 0.75 g
L.
Ornek preparasyon

HPLC-UV ile kojik asit ve arbutane’in
tanimlanmasi ve kantitatif degerlendirilmesi
_ Reaginler
Toplam 3.5 g orijinal kozmetik Griin etanolle

: . o L Bltin solusyonlar icin yiksek Kkaliteli su
vidali kapakli bir 10 ml'lik cam tup icinde ve 20 - - " .
dklik  bir ultrasonik banyoda  kuvvetlice (Millipore Milli-Q) kullanildi. Analitik derecenin

karstirildi. Kalan kolloidal solisyon sonra 20 yu.kselmesine gore  batin reaginlgr: _acetonitrile
dakikalgina 4000 rp.m’de santrifij edildi (Lichrosolv, Merck), potasyum dihidrojen fosfat

kromatografik analizler supernatant sollsyonla (p.a., Merck) ve metanol (p.a. Merck)'du.
tamamlandi. Aparatlar

*Yiksek performans likid kromatograf
) ) . L Spectra-sistem P4000 + vakum modul SCM 1000
"Selluloz yuzeyler PZe””de’ 1Al KA Grnegi + 20 pl'lik bir loop’lu valf ekipmani (Rheodyne,
solisyonu ve alternatif olarak da |l standart CA, USA) + veri tedavi sistemi spectrafocus

solusyonlari uygulandi. Bunlar yakie 18 cm (Spectra, CA, USA) + kisel bilgisayar (PC 1000
yikseklginde 100 mllik tert-butanol:  2- g Optiplex GL5133);

butanon:su:formik asid orani (40:30:15:15, v:v)
olan kargimini iceren onayli kromatografik kapta
develope edildilslemden sonra yiizeyler 5 dakika
boyunca hood’da kurutuldu.

Seliloz yiizeyde TLC

Yuksek performans likid kromatografi ve data
sistemi -dual bgs karsilikli pompa iceren-
(Hewlett Packard 1050) + 20L’'lik loop’lu valf
o ekipmani (Rheodyne) + gigen dalga boylu UV-
Tespit edilme VIS absorbance detector (Hewlett Packard 1050) +

KA, 366 nm'de ysil floresansta goze carpti. KA kisisel bilgisayar (PC 1000 Dell, Optiplex G 166).
spotlari ise (Rf=0.81) bir ferrik klorid sollsyoray

(%50 etanolde %2 m/m) vaporizasyondan sonra
gorinmeye bgadi. Bulunma sinirlari, ayri ayri 4.5
Hg KA (standart sollisyon) veya ogie %0.117 g'i
(m:m) arasindaydi.

Standart solusyonlar

Stok  standart solusyonlar, hassasca
degerlendirilen 200 mL’lik bir volimetrik yassi
kapta 0.0750 KA veya 100 mL’lik volimetrik
yassl kapta 0.750 g AR ile hazirlandi ve 6lcekli
Silikajelde TLC seviyeli asetonitril'de eritildi.

Benzer olarak, iki ¢ silikajel ylzey KA KA'nin calisilan standart soliisyonlarinin, 150
standartlar (1pL), AR standartlari (1pL) ve  x 10% 75 x 10°, 37.5 x 1@, 18.75 x 10 ve 9.375

T Klin J Cosmetol 2002, 3 51
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Page 1
Reported On: 04-08-99 16:07:29

Mode: Acquired Data

Original Results: C\TSP\HP1050UV\Data\4 aout 99 10.RES
Notes:

Colonne diol Acide kojique 0.15 g/l (ACN)

ACN 70 KH2PO4 30 F=1 ml/min P=23 bar 270 nm

Analysis Report

Name: 4 aout 99 10 Vial:10 Injection: 1 of 1
Typ: Sample Injected On: 04-08-99 13:05:12
Injection Volume: 10.0 uL

Acquisition Log

Column Pressure: N/A Column Temperature (C): N/A Pump Flow Stability: N/A

Noise (microAU):3 Drift (microAU/min):3e+001

Run-Time Messages: None

Signal 1: Interface A
Calculation Type: Area Percent (Area)

mV or mAU

o 8 & & &

000t

02 51 o §0 00

saInuIN
x4

Lm

—

e

S€

»
°

»
o

o

o
Component RT (min) Area Height Area% Peak Type
Unident0001 3.117 10124 1253 0.18 Fused
Acide kojique 3.358 5570260 933061 99.82 Fused
Totals 5580384 934314 100.00

System: HP1050UV on LABNET unit 1 Analyst: Virginie
Acquisition Method: C:\TSP\HP1050UV\Methods\kojic acid essai.AQM
Calculation Method: C:\TSP\HP1050UV\Methods\acide kojique.CAM

Report Method: C:\TSP\HP1050UV\Methods\acide kojique essai.RPM

4 aout 99 10.RES - 4 aout 99 10,Inj1

3.358 Acide kojique

v @%epau| ‘TUI'0T 66 N0k

PC1000 Ver 3.0.1
27-07-99 09:13.32
27-07-99 10:48:50
04-08-99 16:01:48

Signal Interface A e
Retention Time (min)

Capacity Factor

Area (WAU-sec or iV-sec)

Height (UAU or pV)

PW at 50% (min)

PW at 10% (min)

PW at 5% (min)

PW at Base (min)

USP Tailing, EP Symmetry Factor

CFR Asymmetry Factor (10%)

Plates (USP, EP)

Plates/meter (USP, EP)

Resolution (USP, EP)

HETP (mm) (USP, EP)

Reduced Plate Height (USP, EP)

USP calculations done by tangent

EP calculations done by halfwidth

mV or mAU

320 330 340 3.50 .60 3.7 3.0
Minutes

Acide kojique
3.358

0.153
1.2547, 1.2547
1.1635
7754, 8056
77539, 80559
N/A, NIA
0.0129, 0.0124
258, 2.48
method
method

Sekil 2. Standart kojik &t enjeksiyonu igin elde edilt

HPLC/UV 270 nm kromatogram.

x 10% gL™lik konsantrasyonlari, stok soliisyonun

asetonitrille uygun sulandiriimasi sonucu hazinland

AR’nin calisilan standart sollsyonlarinin, 600
x 10°% 300 x 10, 150 x 10, 75 x 10’ ve 37.5 x
10° gL™"lik konsantrasyonlari stok soliisyon
asetonitrile  uygun  sulandirlmasi  sonucu
hazirlandi.

Ornek hazirlanmasi

Ornekler, 10 mL’lik voliimetrik yassi kaplarda
hassasca derlendirilirken Grin iceren KA’nin
0.100 gt ve urun iceren AR'nin 1.000 g’ ile
hazirlandl. Tartilmy aliquots (E), transparan
solusyonlar elde etmek icin, 10 mL acetonitrile
yayildi, 20 dk ultrasonla kuvvetlice kstirildi, 20
dk boyunca 4000 r.p.m.’de santrif(j edildi veya
Millipore membranlarda (0.45 mm) filtre edildi.
Kromatografik  analizler icin  supernatant
solusyonlar veya filtratlar kullanildi.

Yuksek performans likid kromatografi
Islem prosediirii

Kromatograf:HP 1050 ve/veya Spectrasystem
P4000 + Spectrafocus.

Analitik kolon: Lichrosorb 10 Diol kolon
(Chrompack; 1qu 250 x 4.6 mm).

Mobil faz: Butin ¢oziciler ayri ayri olmak
Uzere acetonitrile: KHPO, (0.05 wm) karsimi
(70:30, viv) 1.0 mL dRlk bir akim hiziyla
pompalandi. Reservuarlardan gazi uzgkidd
(Hewlett-Packard).

Tespit edilmeKA icin 270 nm ve AR icin 286
nm dalga boylarinda maksimum UV absorbsiyonu
elde edildi.

Etken maddenin, TLC taramasindan sonra, HP
1050 kromatografin UV detektori KA icin 270
nm'ye ve AR icin 286 nm'ye ayri ayrl ayarlandi.
Hassas retansiyon zamanlari ve kalibrasypmleri
standart solusyonlarin her birinirgekil 2 ve 3)
standart enjeksiyonlarindan elde edildi. Kozmetik
ornekleri icin, KA veya AR sinyali, HP 1050
sistemde Olcilen retansiyon zamanlari  ve
spectrasystem P 4000 + Spectrafocus'un spectral
kitapligini kullanarak kaydedilen standart
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Mode: Reprocessed Data

Original Results: C:\TSP\HP1050UV\Data\26 juil 1999 7.RES
Reprocessed Results: C:\TSP\BIN\Evaluate Calculation Method.RMS

Analysis Report

Name: 26 juil 1999 7
Typ: Sample
Injection Volume: 10.0 uL

Acquisition Log

Column Pressure: N/A
Noise (microAU):7
Run-Time Messages: None

Signal 1: Interface A
Calculation Type: Area Percent (Area)

mV or mAU

Vial:7

Column Temperature (C): N/A

Drift (microAU/min):-7e+001

Injected On: 2

Pump Flow Stabi

Page 1
Reported On: 26-07-99 16:19:39

Injection: 1 of 1
6-07-99 13:58:14

ility: N/A

02 S 0} $0 00

seInuIN
Exd

(]

E 3.408

St

3.940

>
o
&
@
o

o
Area
119433
3112200
3231633

RT (min)
3.408
3.940

Component
Unident0001
Unident0002
Totals

System: Reprocess

Acquisition Method: C:\TSP\Methods\DEFAULT.AQM
Calculation Method: C:\TSP\Methods\arbutin.CAM
Report Method: C:\TSP\Methods\DEFAULT.RPM

Evaluate Calculation Method.RMS-26 juil 1999 7,Inj1

Height
18190
393752
411942

Area% Peak Type
3.70 Resolved
96.30 Resolved

100.00

Analyst: Evaluate Method

v d2epau| ‘Tlu) *2 666T INf 92

PC1000 Ver 3.0.1
25-06-97 17:00.58
26-07-99 16:06:16
25-06-97 17:01:42

Signal Interface A

mV or mAU
g ¥

Retention Time (min)
Capacity Factor

Area (JAU-sec or pV-sec)
Height (AU or pV)

PW at 50¢

9% (min)

PW at 10% (min)
PW at 5% (min)

PW at Base (min)

USP Tailing, EP Symmetry Factor
CFR Asymmetry Factor (10%)
Plates (USP, EP)

Plates/meter (USP, EP)
Resolution (USP, EP)

HETP (mm) (USP, EP)

Reduced Plate Height (USP, EP)

USP calculations done by tangent method
EP calculations done by halfwidth method

Unidentified
3.940
6.8800

0.207

1.1928, 1.1928
.1328

5818, 6104

58185, 61035

2.88, 2.96

0.0172, 0.0164

3.44,3.28

Sekil 3. Standart arbutine enjeksiyonu igirgiman HPLC/U\

286 nm kromatogram.

soluisyonlarla absorbans spektrumurgikagtiriimasi

M.-O. MASSE et al.

ile dagrulandi. Hem standart hem de 6rnek spektrum
icin %99’luk bir korelasyon katsayisigiamaliydi.

Hesaplama

Konsantrasyonlar, mg L (©) olarak, mV ve
standart kalibrasyon denklemleri olarak verilen pik
alanlardan elde edildi. Kozmetik drindeki KA
veya AR konsantrasyonlagy sekilde elde edildi:

G%(m/m) = (©.DF) / 16E)
E: Tartilan miktar

DF: Sulandirma faktori
Sonuglar

Aciklanan metodoloji, Belcika piyasasinda
(créme éclaircissante “activation bio-enzymatique”
Phytomer) bulunabilen deri agici kremdeki KA'nin
tanimlanmasi ve kantitatif analizinde uygulandi.
Kromatografik, spektrometrik ve kantitatif veriler
Sekil 4 ve Tablo 3'de, ayri ayri sunulgiur.
Kozmetik kremdeki KA konsantrasyonlu, yagla
0.300£0.001 g (m:m)’dir.

Benzer olarak, aciklanan metod piyasadaki bir
bilesimin  (Bio-performans,  Shiseido) AR
konsantrasyonunun belirlenmesinde de kullanildi.
Veriler, Sekil 5 ve Tablo 4'de tanimlangtir. AR
konsantrasyonu yall&k  3.1101%0.032 ¢
(m:m)’di.

Ongecerlilik

Kalibrasyon grisinin tekrarlanabilirli gi ve
ara degerlendirmesi

Elde edilen verilerin dgerlendiriimesi esas
alinarak ISO prensipleri (ISO 5725-1, 1994; ISO
5725-2, 1994) dgrultusunda analitik metodoloji
denetlendi. Son c¢aa, tekrarlanabilirlik ve ara
degerlendirme Uzerine odaklandi. Genel olarak
tekrarlanabilirlik sartlari ve yeniden ortaya koyma
sartlar1 ayirt edilebilir. Tekrarlanabilmagartlari,
ayni metodlar ayni laboratuvarda ve kisa bir zaman
surecinde ayni enstrimani kullanan operatérler
analiz edilen benzer test maddelerinden elde edilen
verilere dayanir. Standart grnin
tekrarlanabilirlgi, ayni gunde yapilan standart
egrideki iki farkli konsantrasyonun 6 ardisira
analizinden taretildi. Tekrarlanabilirlik sonuclari
Sekil 6 ve 7'de gosterilngtir, degiskenler

T Klin J Cosmetol 2002, 3
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Page 1
Reported On: 04-08-99 16:03:05
Mode: Acquired Data
Original Results: C:A\TSP\HP1050UV\Data\4 aout 99 2.RES
Notes:
Colonne diol Echantillon Phytomer 2 dilue au 1/10 (extraction ACN)
ACN 70 KH2PO4 30 F=1ml/min P=23 bar 270 nm
Analysis Report

Name: 4 aout 99 2

Typ: Sample

Injection Volume: 10.0 uL
Acquisition Log

Column Pressure: N/A
Noise (microAU):4
Run-Time Messages: None

Signal 1: Interface A
Calculation Type: Area Percent (Area)

Vial:2 Injection: 1 of 1

Injected On: 04-08-99 11:04:55

Column Temperature (C): N/A Pump Flow Stability: N/A

Drift (microAU/min):-2e+001

> g & & g g g

S oL S0 00

(x4

2=

seInuIN
Exd

< 527

>3v343 Acide kojique

ot
fuI'z 66 1noe

§¢

»
°

» FASQ
@

== v adepa ‘T

°»
°
Peak Type
Fused
Fused
Resolved
Resolved

Component
Unident0001 2.168
Unident0002 2.527 2003618
Acide kojique 3.343 1154119 197576 9.13
Unident0004 4.439 41569 4277 0.33
Totals 12636386 1569371 100.00

RT (min) Area
9437080

Height Area%
1155058 74.68
212460 15.86

PC1000 Ver 3.0.1
27-07-99 09:13:32
27-07-99 10:48:50
04-08-99 16:01:48

System: HP1050UV on LABNET unit 1 Analyst: Virginie
Acquisition Method: C:\TSP\HP1050UV\Methods\kojic acid essai.AQM
Calculation Method: C:\TSP\HP1050UV\Methods\acide kojique.CAM

Report Method: C:\TSP\HP1050UV\Methods\acide kojique essai.RPM

4 aout 99 2.RES-4 aout 99 2,Inj1

Signal _Interface A Name
Retention Time (min)
Capacity Factor

Area (WAU-Sec or 1V-sec)
Height (uAU or pV)

PW at 50% (min) 0.086
PW at 10% (min) 0172
PW at 5% (min) 0209

‘Acide Kojique
3343

20 PW at Base (min) 0.151
USP Tailing, EP Symmetry Factor ~ 1.2689, 1.2689
CFR Asymmetry Factor (10%) 11854
Plates (USP, EP) 7802, 8302
Plates/meter (USP, EP) 78015, 83018
Resolution (USP, EP) N/A, NIA
HETP (mm) (USP, EP) 00128, 0.012
150 Reduced Plate Height (USP, EP) 2,56, 2.41

USP calculations done by tangent method
EP calculations done by halfwidth method

mV or mAU

320 325 330 335 340 345 350 2355 360 365
Minutes

Sekil 4. Kojik asit iceren ticari olarak bulunabilen bir &h
icin sggslanan HPLC/UV 270 nm, kromatogram.

arasindaki i§kiyi regresyon denklemlerinin ne

DERBEYAZLATICI KOZMET IKLERDEKI KOJIK ASIT VE ARBUTINE'IN TANIMLANMASI VE KANT ITATIF ANALIZI

Tablo 3. Ticari olarak bulunabilen drnekteki kojik
asidin kantitatif belirlenmesi

Pik alan Kojik asit
(mV) G% (m:m)
Créme éclaircissante 1209376 0.302
“activation biologique” 1199350 0.300
Phytomer 1202734  0.301
1207307 0.302
1201265 0.300
Ortalama 1205403 0.301
Standart sapma 5081 0.001
Varyasyon katsayisi: RSD %0.42 %0.4

Tablo 4. Ticari olarak bulunabilen bir 6rnekteki

arbutine’in kantitatif belirlenmesi

Pik alan Arbutin
(mV) G% (m:m)
“Bio-performans” 1565407 3.13
Shiseido 1561928 3.12
1560102 3.12
1556377 3.11
1580552 3.16
1528103 3.06
Ortalama 1558745 3.11
Standart sapma 17184 0.03
Varyasyon katsayisi: RSD %1.1 %1.04

kadar iyi agiklandjini gdsteren, determinaton?3R
katsayilari devam olarak >0999'dur. Bu yiksek
degeri gbzonunde bulundurarak, kalibrasyon
dogrusallgl elde edilir. Kopya edilebilmeartlari,
benzer test maddelerinin ayni metodla amgside
laboratuvarlarda dgsik ekipmani kullanan dgsik
operatorlerle analizinden elde edilen verilere
dayandgindan, bu yonde ¢amalar uygulanmadi.
Kopya edilebilme yerine, bu ara glendirmeyi
belirledik, bu parametre sadece ggen analiz
periyodlari ve tekrarlanabilmgartlari altinda elde
edilen sartlara dayaniyordu. Kalibrasyongréeri
icin salam veriler Tablo 5 ve 6'da ayri ayri
sunulmugtur.

IUPAC tarafindan kabul edilen sensitivitenin
kantitatif tanimlanmasi kalibrasyon sensitivitesidi
ve bu ilgi d&ilimi konsantrasyonunda kalibrasyon
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egrisinin egimidir. Analitik sensitivite  tanimlanmasi, relatif olarak  amplifikasyon
tanimlanmasi Mandel & Stiehler tarafindan faktérlerine duyarsizdir. Sollsyonlarin en yilksek
Onerilmistir, y= m/S, kalibrasyon grisinin, ve en dguk konsantrasyonlari icin hesaplanabilen

Olcmenin  standart sapmasina boélinmesininanalitik sensitiviteler ayri aygdyledir:
deserlendiriimesini icerir (22). Bu sensitivite KA icin, 44x10 ve 21.6x16 (Tablo 5)

Page 1

Mode: Acquired Data Reported On: 27-07:99 17:14:38 AR |(;|n, 6 . 1X16 Ve 5 . 68)(16 (Tablo 6)

Original Results: C:\TSP\HP1050UV\Data\27 juil 1999 6.RES
Notes:

Colonne diol Echantillon SHISEIDO dilue au 1/10 Ka”brasyon grisi denklemi ise: y= 4E + 07 X

ACN 70 KH2PO4 30

i RS bwasen +9665.3'dir ve determinasyori Ratsayisi= 0.9996'dr.

Analysis Report

el vire irjoctad O 27-05-08 A6t Kalibrasyon grisinin denklemi ise y= 5E + 06 x
Injection Volume: 10.0 uL

Acaistion Log 1897.2'dir ve determinasyorf Ratsayisi= 0.9999'dir.

Column Pressure: N/A Column Temperature (C): N/A Pump Flow Stability: N/A
Noise (microAU):5 Drift (microAU/min):-7e+001 . . . . . . .
Run-Time Messages: None Kozmetik orneklerdeki kantitatif belirlemenin
Signal 1: Interface A T TR
Calculation Type: Area Percent (Area) tekrarlanab'l”"ll gl

mV or mAU

[

o 2 g g 8 8§ g - - N1+ Nzﬂn
Ax = X1 — X3 =2 tSy4f—————Wa

3 analiz icin tam deneysel yontem gercstitddi.
Sonuglar Tablo 7 ve 8'de sunuldu.

S0

St

02

< Tespit edilme siniri

saInuIN
2
N[\
vb
5
N
N
N
N
I

3 Teorik olarak tespit edilme siniri, minimum
g g tespit edilebilir kantiteAxy,, olarak tanimlanabilir
S0 i ve agagidaki formilde (22) hesaplanan gbo
: k”—— g sinyalden belirgin olarak farklidir:
. 3
i I
Component RT (min) Area Height Area% Peak Type
Unident0001 2.227 1673563 185350 50.52 Fused
Unident0002 2472 77447 14708 2.34  Fused
Arbutine 3.899 1561928 203515 47.15 Resolved
Totals 3312938 403573 100.00 . L.
System: Reprocess Analyst: Virginie PC1000 Ver 3.0.1 Xl Ve )@; |k| farkll konsantrasyonlar I(;In
Acquisition Melhod:. C:.\TSP\HP1050UV\Meth0ds\arbut|_n essai.AQM 26-07-99 135"3554 . )
Report Method: CATSPUHP 10500 Wihoaarbut 650, AP 270709 171328 ortalama absorbans gkrleri (veya pik alanlaridir),
t: freedom’in ¢(=0.05) N + N, — 2 derecesi i¢in t-
oanal maracen e T degeridir; $ deneysel verinin yayihimidir ve;Ne
20 Retention Time (min) 3.899 . ..
AR ) e Nz 'de ayri ayr ornek (N-6) ve bg (N,=1) igin
Height (WAU or pV) 203515
PW at 50% (min) 0.115 H H H
. sz deneysel verilerin  sayisidir.  Kromatografik
USP Tailing, EP Symmetry Factor ~ 1.1994, 1.1994
CFR Asymmetry Factor (10%) 1.1378
P e (EJPS)P, EP) o077 aa340 6000000
E;ﬂum“%;;g) g.@iehé%mss /
150 Reduced Plate Height (USP, EP) 3.33,3.16
3 S s g ed _ 0000001y =4E + o7x + 96653
E
£ = =
E 4000000 R =0.9998
oy [T ;
% 3000000 /
=
® g 2000000 /
—————————— 1000000
L AT AT o /
0
M e 0 | 0 0.02 004 006 008 0.1 0.12 0.14 0.16

. . . . Konsantrasyon (g/L}
Sekil 5. Ticari olarak bulunan arbutine iceren 6rnek
HPLC/UV 286 nm kromatogram. Sekil 6. Tekrarlanabilirlik, kojik asidin kalibrasyorggsi.
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e
/

e
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e
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0 01

3000000

V = 5E + 06x - 18972
R? = 0.9999

2500000

2000000

15600000

Arbutin (mV)

1000000

500000

0

02 03 04 05 06 07

Konsantrasyon (g/L)

Sekil 7. Tekrarlanabilirlik, arbutine’in kalibrasyorgegsi.

ayirimda pik kagimlarinin yoklguna bali; KA
ve AR'nin tespit edilebilme sinirlari, kozmetik
drtinlerde tahmin edilebilir.

Kozmetik tGriinde KA icin kanlik gelen tespit
edilebilme siniri; 2QL’lik enjeksiyon bagina 10.8
ng veya %0.00054 g (m:m)dir. Kozmetik
Uriindeki AR icin kagilik gelen edilebilme siniri;
20 mL’lik enjeksiyon baina 37 ng veya %0.00185
g (m:m)’dir.

DERBEYAZLATICI KOZMET IKLERDEKI KOJIK ASIT VE ARBUTINE'IN TANIMLANMASI VE KANT ITATIF ANALIZI

kullanarak silikojel yuzeyler Gizerinde tahmin edici
oranda aystirilabilir. Bilesikler, bize kolay ve
ucuz bir tarama tekgi kullanarak, TLC ile iyi
sekilde acga cikartilabilir.

Baglangic HPLC  sonuclari, kimyasal
yapilarindaki carpici farklga rggmen, KA ve
AR’nin her ikisi de benzer kromatografik davrani
gOsterereksasirtict bir gdzleme yol actilar. Bu
polar bilsikler ileri derecede farkli mobil fazlar
kullaniimasina rgmen, C-8 ve C-18 gibi apolar
sabit fazlarda zayifca tutuldular. Mobil fazda asit
tamponlarin  eklenmesi retansiyon zamanlarini
arttirmadi ama pik simetrilerinin belirgin olarak
bozulmasina neden oldu.

Normal faz kromatografi, cagllan simetrik
pik ve vyaklgik uygun TF dgerleri olan
kromatogramlar ve bilgkler icin  ylksek
retansiyon zamanlari ile sonuglandi. Ozellikle asit
tamponlar kullanilirken, CFR ve TF ghkaleri
yaklasik ideal 6rneklerdi.

Her iki bilesik icin en iyi ayrgtirma ve
rezolisyonsartlari, mobil faz olarak pH=2.5'da

Sonuglar acetonirile: 0.05v KH,PQ, (65:35, v:v) oraniyla
KA ve AR, etil asetat:metanol:su orani kombine birgok polar sabit fazin (Diol kolonyite
(85:17:13, wv:v)den olgan bir mobil fazi  kromatografik ortamlarda elde edildi. Maksimal
absorbansin dalga boylari (270 ve 286 nm) ¢ok
S
£
x 1blo 5. Kojik asidin kalibrasyon verileri: (m=40x1p analitik sensitivite
2
Kojik asit (g. LM™) Pik alani Ortalama Standart sapma Varyasyon kesisa Analitik sensitivite
150x10° 5442692 5516609 50346 %0.91 44¥40
5479820
5581959
5522010
5556062
5517109
75x10° 2800338 2802172 2594 %0.09
2804006
37.5x10° 1387837 1388802 1364 %0.10
1389766
18.75x10° 690194 693348 4460 %0.64
696502
9.375x10° 336375 332597 6148 %1.85 21.6x310
322217
340482
333796
330979
331735
58 56
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Tablo 6. Arbutine’in (m=5x10) kalibrasyon verileri, analitik sensitivite

M.-O. MASSE et al.

Arbutine (g. LIY)

Pik alani

Ortalama

Standart sapm

A

Varyasyon Kests

A Analitik sensitivite

600x1CG

3112200
3162549
3125125
3119625
3086515
3140339

3124392

25756

0.82

6.1x106

300x1G

1567251
1574278

1570765

4969

0.31

150x16

775114
775627

775371

363

0.05

75x1G

386236
394514

390375

5853

1.5

37.5x16

192945
194159
194912
191897
192632
190116

192777

1695

0.88

5.68x40

Tablo 7. Kojik asit, ticari olarak bulunabilen bir 6rnelktantitatif belirlenebilirlgin tekrarlanabilirlgi

Belirleme 1 1 2 3 4 5 6
Pik alani (mV) 1081699 1154828 (988642) 6333 1135070
Ortalama 1120119 (1146414)

Standart sapma

RSD

75872 (44832)

%6.77 (%3.91)

Tablo 8. Arbutine, ticari olarak bulunabilen bir drnektenkigatif belirlenebilirligin tekrarlanabilirlgi

Belirleme 1t 1 2 3 4 5 6

Pik alani (mV) 1686673 1693526 1675946 1883 1656365
Ortalama 1660576

Standart sapma 30345

RSD %31.83

yakindl. KA ve AR icgin retansiyon zamanlari spektrum ve “bilinmeyen” 6rnek spektrum
sirayla 3.4 ve 3.9 dakikaydl. Retansiyon karilastiriimasi uygulanabilir (spektrumun

zamanlarinin yakin gerlerine bgh olarak, ayni

kozmetik bir preparasyonda aktif

kullanildiginda pik airmalari olgabilir.

Kantitatif bir

sahip olabilir ve tanimlanma, HPLC ile kombine
bir Spectrafocus veya Diodearray tespit sistemi il
dogrulanabilir. Burada, literatiir spektrum, standart

belirlenme,

TLC

ile aktif

kaplanmasi).
Metodun balangi¢c onaylanmasi,

AR’nin

teorik tespit edilme limitinin, KA'ninkinden 4 kati
fazla old@gunu gostermektedir. Bu, AR icin daha

maddenin tespit edilmesiyle, énde gelen onemedlstk analitik sensitivite deerleriyle dgrulanir.

Dogrusallik,

tekrarlanabilirlik ve

kalibrasyon

o Brisinin ara dgerlendirmesinin deneysel sonugclari

T Klin J Cosmetol 2002, 3

tatminkardir, ticari orneklerdeki AR'nin kantitatif
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belirlemenin tekrarlanabilidgi gibi. Tersine, ticari
orneklerdeki KA'nin  kantitatif  belirlenmesi
cogaltilabilirdi  (Tablo 7). Taslak d&rin
onemsenmemesi, relatif %3.91'lik bir standart
sapmayla oOrnek analizinin tekrarlanabifitii
ortaya koyar. Bununla beraber, KA ve AR'nin
kullanim surveyans ¢amalari programlanginda,
Onerilen metod yararli olabilir.
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