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SEITSMES KOMISJONI DIREKTIIV 96/45/EU,
2. juuli 1996,
mis kisitleb kosmeetikatoodete koostise kontrolliks vajalikke analiiiisimeetodeid
(EMPs kohaldatav tekst)

EUROOPA UHENDUSTE KOMISJON,
vottes arvesse Euroopa Uhenduse asutamislepingut,

vottes arvesse noukogu 27. juuli 1976. aasta direktiivi
76/768/EMU liikmesriikides kosmeetikatoodete kohta vastuvde-
tud Oigusaktide iihtlustamise kohta, (') viimati muudetud ko-
misjoni direktiiviga 95/34[EU, (%) eriti selle artikli 8 1diget 1,

ning arvestades, et:

direktiiviga 76/768/EMU on ette ndhtud kosmeetikatoodete
ametlik katsetamine, et tagada kosmeetikatoodete koostist ka-
sitlevate ithenduse digusnormidega ettendhtud tingimuste tiit-
mine;

koik vajalikud analiiiisimeetodid tuleks sitestada niipea kui
voimalik; teatavad meetodid on juba vastu vdetud komisjoni
direktiiviga 80/1335/EMU () (muudetud  direktiiviga
87/143[EMU (), direktiiviga 82/434/EMU (°) (muudetud direk-
tiiviga  90/207/EMU () ning  komisjoni  direktiividega
83/514/EMU, () 85/490[EMU, ()  93/73[EMU()  ja
95/32/EU (1);

seitsmendaks sammuks on 2-fenoksiietanooli, 1-fenoksiipro-
paan-2-ooli ning metiiil-, etiiil-, propiil-, butiiil- ja bensiil-
4-hiidrokstibensoaadi identifitseerimine ja médramine kosmee-
tikatoodetes;

kdesolevas direktiivis sitestatud meetmed on kooskolas direktii-
vi 76/768/EMU kohandamist tehnika arenguga kisitleva komi-
tee arvamusega,

ON VASTU VOTNUD KAESOLEVA DIREKTIIVI:

Artikkel 1

Liikmesriigid votavad koik vajalikud meetmed tagamaks, et
kosmeetikatoodete ametliku katsetamise kaigus identifitseeritak-

) EUT L 262, 27.9.1976, Ik 169.
) EUT L 167, 18.7.1995, Ik 19.
) EUT L 383, 31.12.1980, 1k 27.
) EUT L 57, 27.2.1987, Ik 56.

) EUT L 185, 30.6.1982, Ik 1.

) EUT L 108, 28.4.1990, Ik 92.
) EUT L 291, 24.10.1983, Ik 9.
) EUT L 295, 7.11.1985, Ik 30.
) EUT L 231, 14.9.1993, k 34.
0

se ja mdadratakse 2-fenoksiietanool, 1-fenoksiipropaan-2-ool
ning metil-, etiil-, propiiiil-, butiitil- ja bensiiiil-4-hiidroksii-
bensoaat kooskdlas kdesoleva direktiivi lisas kirjeldatud meeto-
diga.

Artikkel 2
1. Liikmesriigid joustavad kdesoleva direktiivi jirgimiseks
vajalikud Gigus- ja haldusnormid hiljemalt 30. septembril

1997. Liikmesriigid teatavad nendest viivitamata komisjonile.

2. Kui likkmesriigid need normid vastu votavad, lisavad nad
nendesse voi nende ametliku avaldamise korral nende juurde
viite kiesolevale direktiivile. Viitamise viisi ndevad ette liitkmes-
riigid.

3. Liikmesriigid edastavad komisjonile kdesoleva direktiiviga
reguleeritavas valdkonnas nende poolt vastuvdetud siseriiklike
digusnormide teksti.

Artikkel 3

Kéesolev direktiiv joustub 20. pdeval pérast selle avaldamist
Euroopa Uhenduste Teatajas.

Artikkel 4

Kiesolev direktiiv on adresseeritud liikmesriikidele.

Briissel, 2. juuli 1996

Komisjoni nimel
komisjoni liige
Emma BONINO
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LISA

2-FENOKSUETANOOLI, 1-FENOKSUPROPAAN-2-OOLI NING METUUL-, ETUUL-, PROPUUL-, BUTUUL- JA
BENSUUL-4-HUDROKSUBENSOAADI IDENTIFITSEERIMINE JA MAARAMINE KOSMEETIKATOODETES

A. IDENTIFITSEERIMINE

1.

3.1.

3.2

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

3.8.

3.9.

3.10.

Rakendatavus ja rakendusala
Kéesolevas meetodis on madratletud Shekihikromatograafia (OKK) meetod, mis koos B osas kirjeldatud
médramismeetodiga vdimaldab identifitseerida kosmeetikatoodetes 2-fenoksiietanooli, 1-fenoksiipropaan-2-

ooli, metiiiil-4-hiidroksiibensoaati, etiiiil-4-hiidroksiibensoaati, propiiiil-4-hiidroksiibensoaati, butiiiil-4-hiidrok-
siibensoaati ja bensiiiil-4-hiidroksiibensoaati.

Pohimdte

Sailitusained ekstraheeritakse kosmeetikatoote hapestatud proovist atsetooniga. Pirast filtreerimist segatakse
atsetoonilahus veega ja rasvhapped sadestatakse aluselises keskkonnas kaltsiumisooladega. Aluselist atsetooni ja
vee segu ekstraheeritakse dietiiiileetriga, et korvaldada lipofiilsed ained. Pérast hapestamist ekstraheeritakse
sdilitusained dietiitileetriga. Vajalik kogus dietiiiileetri ekstrakti kantakse laikudena silikageeliga kaetud OKK-

plaadile. Pdrast plaadi clueerimist vaadeldakse saadud kromatogrammi UV-valguses ja ilmutatakse Milloni
reaktiiviga.

Reaktiivid
Uldnéuded

Koik reaktiivid peavad olema analiiiitiliselt puhtad. Vesi peab olema destilleeritud voi vdhemalt samavairse
puhtusastmega.

Atsetoon.

Dietiiiilecter.

n-pentaan.

Metanool.

Jad-aadikhape.

Soolhappe lahus, ¢(HCl) = 4 mol/l.
Kaaliumhiidroksiidi lahus, ¢(KOH) = 4 mol/l.
Kaltsiumkloriiddihtidraat (CaCl, 7,H,0).
Imuti: Milloni reaktiiv.

Milloni reaktiiv (elavhdbe(I)nitraat) on miiiigil valmiskujul (Fluka 69820).

. 2-fenokstietanool.

. 1-fenokstipropaan-2-ool.

. Metiiiil-4-hiidroksiibensoaat (metiitilparabeen).

. Etiiiil-4-hiidroksiibensoaat (etiiiilparabeen).

. n-propiiiil-4-hiidroksiibensoaat (propiiiilparabeen).
. n-butiiiil-4-hiidroksiibensoaat (butiiiilparabeen).

. Bensiiiil-4-hiidroksiibensoaat (bensiiiilparabeen).

. Vordluslahused

Valmistada koigist punktides 3.11-3.17 nimetatud vordlusainetest 0,1-massi/mahuprotsenti lahused metanoo-
lis.

. Eluent

Segatakse 88 mahuosa n-pentaani (3.4) ja 12 mahuosa jad-aadikhapet (3.6).
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4.1.

4.2.

4.3.

4.4.

4.5.

4.6.

4.7.

4.8.

4.9.

5.1.

5.2.

Seadmed

Tavalised laboriseadmed ja:

Veevann, voimalik siilitada temperatuuri 60 °C.
Kromatograafiakamber (filterpaberiga vooderdamata).
UV-valgusallikas, lainepikkusega 254 nm.

OKK—plaadid, 20 cm x 20 cm, eelnevalt kaetud 0,25 cm paksuse silikageeli 60F,, kihiga, kontsentreerimist-
sooniga (Merck nr 11798, Darmstadt vdi samavadrne).

Kuivatuskapp, voimalik siilitada temperatuuri kuni 105 °C.
Kiittega juuksefoon.

Villane virvirull, pikkus umbes 10 cm, vilislibimdot umbes 3,5 cm. Villakihi paksus 2-3 mm. Vajaduse
korral trimmitakse villa.

Vt punktis 5.2 esitatud markust.
50 ml keeratavate korkidega katseklaasid.

Termoregulaatoriga elektripliit. Temperatuur: umbes 80 °C. Pliidiplaat on kaetud 20 cm x 20 cm suuruse ja
umbes 6 mm paksuse alumiiniumplaadiga, et saavutada kuumuse tihtlane jaotumine.

Analiiiisi kiik
Proovi ettevalmistamine

Umbes 1 g proovi kaalutakse 50 ml keeratava korgiga katseklaasi (4.8). Lisatakse neli tilka soolhappe lahust
(3.7) ja 40 ml atsetooni.

Tugevalt aluseliste toodete, niiteks tualettseebi puhul tuleks lisada 20 tilka soolhappe lahust. Katseklaas
suletakse, segu kuumutatakse ornalt temperatuurini umbes 60 °C, et hdlbustada siilitusainete ekstraheerimist
atsetoonifaasiks ning loksutatakse tugevasti iiks minut.

Lahuse pH moddetakse pH-indikaatorpaberiga ja viiakse soolhappe lahusega 3ni. Loksutatakse tugevasti veel
ks minut.

Lahus jahutatakse toatemperatuurini ja filtreeritakse labi filterpaberi koonilisse kolbi. 20 ml filtraati viiakse
200 ml koonilisse kolbi, lisatakse 60 ml vett ja segatakse. Segu pH viiakse kaaliumhiidroksiidiga (3.8) pH-
indikaatorpaberi jirgi umbes 10ni.

Lisatakse 1 g kaltsiumkloriiddihiidraati (3.9) ja loksutatakse tugevasti. Lahus filtreeritakse labi filterpaberi 250-
ml jaotuslehtrisse, milles on 75 ml dietiiiileetrit ja loksutatakse tugevasti iiks minut. Lastakse faasidel kihistuda
ja veekiht kogutakse 200 ml koonilisse kolbi. Lahuse pH viiakse soolhappe lahusega pH-indikaatorpaberi jdrgi
umbes 2ni. Seejirel lisatakse 10 ml dietiiiileetrit ja loksutatakse tugevasti iiks minut. Lastakse faasidel kihistuda
ja umbes 2 ml dietiiiileetri kihti viiakse 5 ml klaaspudelisse.

Ohekihikromatograafia (OKK)

OKK-plaat (4.4) pannakse alumiiniumist pliidiplaadile (4.9). OKK-plaadi kontsentratsioonitsooni ldhtejoonele
kantakse 10 pl kdiki vordluslahuseid (3.18) ja 100 pl proovilahust voi -lahuseid (5.1).

Soovi korral v&ib lahusti aurumise soodustamiseks kasutada dhuvoolu. OKK plaat voetakse pliidilt ja lastakse
jahtuda toatemperatuurini. Kromatograafiakambrisse (4.2) viiakse 100 ml eluenti (3.19).

OKK-plaat pannakse kohe kiillastamata kambrisse ja elueeritakse toatemperatuuril, kuni lahusti piir on
tdusnud lihtejoones umbes 15 cm kdrgusele. Plaat vdetakse kromatograafiakambrist vélja ja seda kuivatatakse
f66ni kuuma 6hu vooluga.

Plaati vaadeldakse UV-valguses (4.3) ja tdhistatakse laikude asukoht. Addikhappe liia eemaldamiseks kuumuta-
takse plaati 30 minutit kuivatuskapis (4.5) temperatuuril 100 °C. Siilitusained ilmutatakse kromatogrammil
Milloni reaktiiviga (3.10), kastes vérvirulli (4.7) reaktiivi ja rullides sellega OKK-plaati, kuni see on iihtlaselt
mirgunud.

Markus: Teise laikude ilmutamise vdimalusena voib igale UV-valguses margistatud laigule kanda ettevaatlikult
ithe tilga Milloni reaktiivi.

4-hiidroksiibensoehappe estrite laigud on punased, 2-fenoksiietanooli ja 1-fenoksiipropaan-2-ooli laigud on
kollased. Siiski tuleb silmas pidada, et 4-hiidroksiibensoehape, mis voib proovides esineda siilitusainena voi
parabeenide lagunemissaadusena, ilmneb samuti punase laiguna. Vaata punktid 7.3 ja 7.4.
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B.

Identifitseerimine

Arvutatakse iga laigu R viairtus. Vorreldakse proovilahuse ja vordluslahuste kohta saadud laike, vottes arvesse
nende R, vdirtusi, kiitumist UV-valguses ja varvust parast ilmutamist. Tehakse esialgsed jareldused silitusai-
nete olemuse kohta.

Kui ilmneb parabeenide olemasolu, tuleks teha B osas kirjeldatud korgefektiivne vedelikkromatograafiline
(HPLC) analiiiis. 2-fenoksiietanooli, 1-fenoksiipropaan-2-ooli ja parabeenide olemasolu kinnitamiseks ithenda-
takse OKK ja korgefektiivse vedelikkromatograafia (HPLC) analiitisi tulemused.

7. Mairkused

7.1. Et Milloni reaktiiv on toksiline, on oige kanda seda plaadile iihel kirjeldatud viisil. Pihustamine ei ole
soovitatav.

7.2. Muud hiidroksiiiilrithmi sisaldavad iihendid vdivad Milloni reaktiivi kasutamise korral samuti virvilisena
ilmneda. Mitmete kéesoleva OKK meetodiga médratud séilitusainete virvuste ja R, vdartuste tabel on esitatud
jargmises valjaandes: N. de Kruijff, M. A. H. Rijk, L. A. Pranato-Soetardhi and A. Schouten (1987):
Determination of preservatives in cosmetic products I: Thin-layer chromatographic procedure for the identification of
preservatives in cosmetic products (J. Chomatography 410, 395-411).

7.3. Jargmises tabelis on loetletud vdimalikud Rf véirtused:

Uhend hR, Virvus
4-hiidroksiibensoehape 11 punane
metiiiilparabeen 12 punane
etiiiilparabeen 17 punane
propiiiilparabeen 21 punane
butiiiilparabeen 26 punane
benstiiilparabeen 16 punane
2-fenoksiietanool 29 kollane
1-fenoksiipropaan-2-ool 50 kollane

7.4.  4-hiidroksiibensochapet ja metiiiilparabeeni ning bensiiiilparabeeni ja etiiiilparabeeni ei ole vdimalik eraldada.
Konealused ithendid tuleks identifitseerida B osas kirjeldatud korgefektiivse vedelikkromatograafilise (HPLC)
analiiiisiga ning vorrelda tuleks proovi ja standardite kohta saadud retentsiooniaegu.

MAARAMINE

1. Rakendatavus ja rakendusala
Kiesolev meetod madratleb 2-fenoksiietanooli, 1-fenoksiipropaan-2-ooli, metiiiil-4-hiidroksiibensoaati, etiiiil-4-
hiidroksiibensoaati, propiiiil-4-hiidroksiibensoaati, butiiiil-4-hiidroksiibensoaati ja bensiiiil-4-hiidroksiibensoaati
méidramise kosmeetikatoodetes.

2. Miiratlus
Kiesoleva meetodiga maéiratud siilitusainesisaldusi viljendatakse massiprotsentides.

3. Pohimote
Proov hapestatakse vadvelhappega ning seejirel suspendeeritakse etanooli ja vee segus. Pdrast segu Orna
kuumutamist, et sulatada lipiidfaas ja soodustada kvantitatiivset ekstraheerimist, filtreeritakse see.

Filtraadis sisalduvad sdilitusained madratakse poordfaasilise korgefektiivse vedelikkromatograafia (HPLC) abil,
kasutades sisestandardina isopropiiiil-4-hiidroksiibensoaati.

4. Reaktiivid

4.1.  Uldnduded
Koik reaktiivid peavad olema analiiiitiliselt puhtad ja vajaduse korral sobivad korgefektiivse vedelikkromato-
graafia jaoks. Vesi peab olema destilleeritud voi vahemalt samavadrse puhtusastmega.

4.2.  Absoluutne etanool.

4.3.  2-fenoksiietanool.

4.4.  1-fenoksiipropaan-2-ool.
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4.5.

4.6.

4.7.

4.8.

4.9.

4.10.
4.11.
4.12.
4.13.
4.14.

4.15.

4.16.

4.17.

4.18.

4.19.

5.1.

5.2.

5.3.

5.4.

5.5.

Metiiiil-4-hiidroksiibensoaat (metiiiilparabeen).
Etiitil-4-hiidroksiibensoaat (etiiiilparabeen).
n-propiiiil-4-hiidroksiibensoaat (propiiiilparabeen).
Isopropiiiil-4-hiidroksiibensoaat (isopropiiiilparabeen).
n-butiiiil-4-hiidroksiibensoaat (butiiiilparabeen).
Bensiiiil-4-hiidroksiibensoaat (bensiiiilparabeen).
Tetrahiidrofuraan.

Metanool.

Atsetonitriil.

Viavelhappe lahus ¢(H,S0,) = 2 mol/L

Etanooli ja vee segu

Segatakse itheksa mahuosa etanooli (4.2) ja itks mahuosa vett.
Sisestandardi lahus

Kaalutakse umbes 0,25 g isopropiiiilparabeeni (4.8), viiakse see 500-ml modtekolbi, lahustatakse ning
tiiendatakse margini etanooli ja vee seguga (4.15).

Liikuv faas: tetrahiidrofuraani, vee, metanooli ja atsetonitriili segu

Segatakse 5 mahuosa tetrahiidrofuraani, 60 mahuosa vett, 10 mahuosa metanooli ja 25 mahuosa atsetoni-
triili.

Sailitusaine pohilahus

100-ml modtekolbi kaalutakse umbes 0,2 g 2-fenoksiietanooli, 0,2 g 1-fenoksiipropaan-2-ooli, 0,05 g
metiitilparabeeni, 0,05 g etiitilparabeeni, 0,05 g propiiilparabeeni, 0,05 ¢ butiiiilparabeeni ja 0,025 g
bensiitiparabeeni, lahustatakse ning tiiendatakse margini etanooli ja vee seguga.

Kiilmikus siilitatud lahus piisib muutumatuna iiks nidal.

Siilitusaine standardlahused

50-ml modtekolbidesse viiakse vastavalt 20,00 ml, 10,00 ml, 5,00 ml, 2,00 ml ja 1,00 ml pohilahust (4.18).

Igasse kolbi lisatakse 10,00 ml sisestandardi lahust (4.16) ja 1,0 ml vadvelhappe lahust (4.14) ning
tdiendatakse margini etanooli ja vee seguga. Kdnealused lahused peavad olema virskelt valmistatud.

Seadmed

Tavalised laboriseadmed ja:

Veevann, voimalik siilitada temperatuuri 60 = 1 °C.

Korgefektiivne vedelikkromatograaf UV-detektoriga, lainepikkus 280 nm.
Analiiiitiline kolonn:

roostevabast terasest, 25 ¢cm x 4,6 mm (siseldbimdot) (voi 12,5 cm x 4,6 mm (siseldbimoot)), tdidiseks
Nucleosil 5C18, voi samavéirne (vt punkt 10.1).

100-ml keeratavate korkidega katseklaasid.

Karborundist keedukivikesed, suurusega 2—-4 mm voi samavadrsed.

Analiiitsi kiik

Proovi ettevalmistamine

. Proovi ettevalmistamine ilma sisestandardit lisamata

Umbes 1,0 g proovi kaalutakse 10 ml keeratava korgiga katseklaasi. Katseklaasi pipeteeritakse 1,0 ml
vaavelhapet (4.14) ning 50,0 ml etanooli ja vee segu (4.15). Lisatakse umbes 1 g keedukivikesi (5.5),
suletakse katseklaas ja loksutatakse tugevasti, kuni saadakse homogeenne suspensioon. Loksutatakse vihemalt
tiks minut. Katseklaas asetatakse viieks minutiks veevanni (5.1) temperatuurile 60 = 1 °C, et holbustada
séilitusainete ekstraheerimist etanoolifaasi.

Katseklaas jahutatakse kohe jooksvas kiilmas vees ja ckstrakti hoitakse tiks tund kiilmikus. Ekstrakt
filtreeritakse 1abi filterpaberi. Umbes 2 ml filtraati viiakse 5 ml klaaspudelisse. Ekstrakte siilitatakse kiilmikus
ja korgefektiivne vedelikkromatograafiline analiiiis tehakse 24 tunni jooksul.
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6.1.2.

6.2.

Proovi ettevalmistamine sisestandardit lisades
Kolme kiimnendkoha tdpsusega kaalutakse 1,0 + 0,1 g proovi 100 ml keeratava korgiga katseklaasi.

Katseklaasi pipeteeritakse 1,0 ml vidvelhapet ning 40,0 ml etanooli ja vee segu. Lisatakse umbes 1 g
keedukivikesi (5.5) ja tdpselt 10,00 ml sisestandardi lahust. Katseklaas suletakse ja seda loksutatakse tugevasti,
kuni saadakse homogeenne suspensioon. Loksutatakse vihemalt tiks minut. Katseklaas asetatakse viieks
minutiks veevanni temperatuurile 60 * 1 °C, et holbustada siilitusainete ekstraheerimist etanoolifaasi.

Katseklaas jahutatakse kohe kiilma kraanivee all ja ekstrakti hoitakse iiks tund kiilmikus. Ekstrakt filtreeritakse
labi filterpaberi.

Umbes 2 ml filtraati viiakse 5 ml klaaspudelisse (uuritav lahus). Ekstrakt sailitatakse kiilmikus ja korgefektiiv-
ne vedelikkromatograafiline analiiiis tehakse 24 tunni jooksul.

Korgefektiivne vedelikkromatograafia (HPLC)

. Kromatografeerimistingimused

— Liikuv faas: tetrahiidrofuraani, vee, metanooli ja atsetonitriili segu (4.17).
— Voolukiirus: 1,5 milliliitrit minutis.

— Avastamise lainepikkus: 280 nm.

. Kalibreerimine

Siistitakse 10 pl koiki sdilitusaine standardlahuseid (4.19). Saadud kromatogrammide jirgi méiratakse
sdilitusaine standardlahuste piikide korguste ja sisestandardi piigi korguse suhe. Iga siilitusaine kohta
joonestatakse kdver konealuste suhete ja standardlahuste sisalduste alusel.

. Mddramine

Kromatograafi siistitakse 10 pl sisestandardita proovilahust (6.1.1) ja registreeritakse kromatogramm.

Siistitakse 10 pl tiht sdilitusaine standardlahust (4.19) ja registreeritakse kromatogramm. Vorreldakse saadud
kromatogramme.

Kui prooviekstrakti (6.1.1) kromatogrammil ei ole piiki, mille retentsiooniaeg on ligilihedane isopropiiiilpa-
rabeeni (soovitatud sisestandard) retentsiooniajale, siistitakse veel 10 pl sisestandardiga proovilahust (6.1.2).
Registreeritakse kromatogramm ja moddetakse piikide korgused.

Kui proovilahuse kromatogrammil tiheldatakse segavat piiki, mille retentsiooniaeg on ligildhedane isopropiiiil-
parabeeni retentsiooniajale, tuleks valida méni muu sisestandard.

Kui proovi kromatogrammilt puudub moni uuritav siilitusaine, voib sisestandardina kasutada konealust
sdilitusainet.

Arvutatakse uuritavate siilitusainete piikide korguste ja sisestandardi piigi kdrguse suhe.
Veendutakse, et kasutatud standardlahuste kohta saadud kalibreerimistulemus on lineaarne.

Veendutakse, kas standardlahuse ja proovilahuse kohta saadud kromatogrammid vastavad jargmistele nouetele:

— piikide eraldatus ei tohi kdige halvemini eraldatud paari puhul olla viiksem kui 0,90. (Piikide eraldatus on
mddratletud joonisel 1).

piikide eraldatus (p)

p=flg

Joonis 1: Piikide eraldatus
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10.

10.1.

10.2.

Kui vajalik eraldatus puudub, tuleks kas kasutada tohusamat kolonni voi reguleerida liikuva faasi koostist,
kuni néue on tdidetud.

— Koikide piikide astimmeetriategur A peaks jidma vahemikku 0,9-1,5. (Piikide asiimmeetriategur on
mddratletud joonisel 2). Kromatogrammi registreerimisel asiimmeetriateguri méadramiseks on isekirjuti
lindi soovitatav litkumiskiirus vahemalt 2 cm minutis.

Astimmeetriategur (As)

A,=b/a

o[ ) | S

Joonis 2: Piikide asimmeetriategur

— Lihtejoon peab olema piisiv.

Arvutamine

Proovilahuse siilitusainesisaldus arvutatakse kalibreerimiskdvera (6.2.2) ning uuritavate sailitusainete piikide
korguste ja sisestandardi piigi korguse suhte alusel. 2-fenoksiietanooli, 1-fenoksiipropaan-2-ooli, metiiiil-4-
hiidroksiibensoaadi, etiiiil-4-hiidroksiibensoaadi, propiiiil-4-hiidroksiibensoaadi, butiiiil-4-hiidroksiibensoaadi ja
bensiiiil-4-hiidroksiibensoaadi sisaldus w, massiprotsentides arvutatakse jargmise valemi alusel:

200 xa

% wi(m/m)

kus:
b, = siilitusaine i sisaldus (ug/ml) uuritavas lahuses kalibreerimiskovera jirgi ja
a = katsekoguse mass grammides.

Korratavus (')

Vt punktis 10.5 esitatud markused.

Reprodutseeritavus ()

Vt punktis 10.5 esitatud markused.

Mirkused
Statsionaarne faas

Lahustatavate ainete retentsioonivdime korgefektiivsel vedelikkromatograafilisel maaramisel soltub suuresti
statsionaarse faasi liigist, kaubamargist ja varasemast kasutusest. Asjaolu, kas kolonni saab kasutada uuritavate
sdilitusainete eraldamiseks, saab otsustada standardlahustega saadud tulemuste pohjal (vt punkti 6.2.3
mirkused). Lisaks soovitatud kolonnitdidisele on peetud sobivaks ka tdidiseid Hypersil ODS ja Zorbax ODS.

Peale selle voib soovitud eraldatuse saamiseks optimeerida soovitatud liikuva faasi koostist.
Avastamise lainepikkus

Kirjeldatud meetodi suhtes labiviidud piisivustest on ndidanud, et avastamise lainepikkuse viikenegi muutus
vOib médramistulemusi oluliselt mojutada.

Seetottu tuleb seda parameetrit analiiiisi kdigus hoolikalt kontrollida.

(") Standard 1SO 5725.
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. Segavad tegurid
Kiesolevas meetodis kirjeldatud tingimustel elueeritakse ka paljud teised ithendid, niiteks sailitusained ja
kosmeetilised lisandid. Paljude kosmeetikatooteid kasitleva noukogu direktiivi VI lisas nimetatud siilitusainete
retentsiooniajad on loetletud jargmises viljaandes: N. de Kruijf, M. A. H. Rijk, L. A. Pranato-Soetardhi and A.
Schouten, (1989). Determination of preservatives in cosmetic products II. High-performance liquid chromatographic
identification (J. Chromatography 469, 317-398).
Analiiiitilise kolonni kaitseks voib kasutada eelkolonni.
Meetodit on uuritud ringtestiga, milles osales iiheksa laborit. Analiiiisiti kolme proovi. Jargmises tabelis on
esitatud koigi kolme proovi kohta neis sisaldunud analiiiisitavate ainete keskvairtused massiprotsentides ning
korratavus- ja reprodutseeritavusvaartused:
Proov 2-fenoksii-eta- | 1-fenoksii-pro- |  Metiiiilpara- Etiiiilparabeen Propiiiilpara- Butiiiilpara- Bensiiiilpara-
nool paan-2-o0l been been been been
Vitamiinikreem 1,124 0,250 0,0628 0,031 0,0906
0,016 0,018 0,0035 0,0028 0,0044
0,176 0,030 0,0068 0,0111 0,0034
Peitekreem 1,196 0,266 0,076
0,040 0,003 0,002
0,147 0,022 0,004
Massazikreem 0,806 0,180 0,148 0,152
0,067 0,034 0,013 0,015
0,112 0,078 0,012 0,016




