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L 213/8 UREDNI VESTNIK EVROPSKYCH SPOLECENSTVI 22.8.1996

SEDMA SMERNICE KOMISE 96/45[ES
ze dne 2. Cervence 1996

o metodich analyzy nezbytnych pro kontrolu sloZeni kosmetickych prostiedki

(Text s vyznamem pro EHP)

KOMISE EVROPSKYCH SPOLECENSTVI,
s ohledem na Smlouvu o zaloZeni Evropského spolecenstvi,

s ohledem na smérnici Rady 76/768/EHS ze dne 27. Cervence
1976 o sblizovani pravnich pfedpist clenskych statt tykajicich
se kosmetickych prostiedkti ('), naposledy pozménénou smér-
nici Komise 95/34[ES (%), a zejména na ¢l. 8 odst. 1 uvedené
smeérnice,

vzhledem k tomu, Ze se ve smérnici 76/768/EHS stanovi
tfedni zkouseni kosmetickych prostiedkd s cilem zajistit do-
drzeni podminek pfedepsanych predpisy Spolecenstvi, které se
tykaji sloZeni kosmetickych prostiedkd;

vzhledem k tomu, Ze by vSechny nezbytné metody analyzy
mély byt stanoveny co nejdiive; Ze nékteré metody jiz byly
piijaty ve smérnici Komise 80/1335/EHS () ve znéni smérnice
87/143[EHS (*), smérnici Komise 82[434[EHS () ve znéni
smérnice  90/207/EHS () a ve smérnicich  Komise
83/514/EHS (), 85/490/EHS (), 93/73[EHS () a 95/32[ES (*);

vzhledem k tomu, Ze dikaz a stanoveni 2-fenoxyethanolu, 1-
fenoxypropan-2-olu, methyl, ethyl, propyl, butyl a benzyl 4-
hydroxybenzodtu v kosmetickych prostiedcich je sedmym kro-
kem;

vzhledem k tomu, Ze opatfeni této smérnice jsou v souladu se
stanoviskem Vyboru pro prizptsobeni smérnice 76/768/EHS
technickému pokroku,

PRIJALA TUTO SMERNICL:

Clanek 1

Clenské stity ucini viechny nezbytné kroky k zajisténi toho,
aby se pfi afednim zkouseni kosmetickych prostredkd dikaz

) UKk vést. L 262, 27.9.1976, s. 169.
) Ut vést. L 167, 18.7.1995, s. 19.
) Ut vést. L 383, 31.12.1980, 5. 27.
) Ut vést. L 57, 27.2.1987, s. 56.

) Ur. vést. L 185, 30.6.1982, s. 1.

) UK. vést. L 108, 28.4.1990, s. 92.
) Uk vést. L 291, 24.10.1983, 5. 9.
) UK. vést. L 295, 7.11.1985, s. 30.
) Uk vést. L 231, 14.9.1993, 5. 34,
0

a stanoveni 2-fenoxyethanolu, 1-fenoxypropan-2-olu, methyl,
ethyl, propyl, butyl a benzyl 4-hydroxybenzodtu provadély
metodami popsanymi v piiloze.

Cldnek 2

1. Clenské stity uvedou v G&innost pravni a spravni pred-
pisy nezbytné pro dosazeni souladu s touto smérnici nejpoz-
déji do 30. zdti 1997. Neprodlené o nich uvédomi Komisi.

2. Tato opatieni pfijatd ¢lenskymi stity musi obsahovat od-
kaz na tuto smérnici nebo musi takovy odkaz byt ucinén pii
jejich dfednim vyhldSeni. Zptsob odkazu si stanovi clenské
staty.

3. Clenské stity sdéli Komisi znéni vnitrostdtnich prdvnich
piedpist, které ptijmou v oblasti pisobnosti této smérnice.

Cldnek 3

Tato smérnice vstupuje v platnost dvacdtym dnem po vyhldseni
v Ufednim véstniku Evropskych spolecenstvi.

Cldnek 4
Tato smérnice je urcena Clenskym stattm.
V Bruselu dne 2. ¢ervence 1996.

Za Komisi
Emma BONINO

clenka Komise
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PRILOHA

DUKAZ A STANOVENI 2-FENOXYETHANOLU, 1-FENOXYPROPAN-2-OLU, METHYL, ETHYL, PROPYL, BU-

TYL A BENZYL 4-HYDROXYBENZOATU V KOSMETICKYCH PROSTREDCICH

A. DUKAZ

3.1

3.2

33

3.4

3.5

3.6

3.7

3.8

3.9

3.10

Rozsah a oblast pouZiti
V této metodé je specifikovan postup chromatografie na tenké vrstvé, ktery v kombinaci s metodou stanoveni
popsanou v oddilu B umozni dikaz 2-fenoxyethanolu, 1-fenoxypropan-2-olu, methyl 4-hydroxybenzodtu, ethyl

4-hydroxybenzodtu, propyl 4-hydroxybenzodtu, butyl 4-hydroxybenzodtu a benzyl 4-hydroxybenzodtu
v kosmetickych prostiedcich.

Podstata metody

Konzervacni piisady se extrahuji z okyselenych vzorki kosmetickych prostredkii acetonem. Po filtraci se
acetonovy roztok smichd s vodou a mastné kyseliny se v alkalickém prostredi vysrdzeji jako vdpenaté soli.
Alkalickd smés aceton/voda je extrahovdna diethyletherem, ¢imz se odstrani lipofilni ldtky. Po okyseleni se
konzervaéni piisady extrahuji diethyletherem. Alikvotni &ast diethyletherového extraktu se nanese na desku

pokrytou tenkou vrstvou silikagelu. Po vyvijeni se ziskany chromatogram pozoruje v UV svétle a zviditelni se
za pouziti Millonova ¢inidla.

Reakéni ¢inidla
Obecné

Vsechna pouzitd reakéni Cinidla musi byt Cistoty p.a. Musi byt pouzita destilovand voda nebo voda alespon
stejné Cistoty.

Aceton

Diethylether

n-Pentan

Methanol

Ledovd kyselina octova

Roztok kyseliny chlorovodikové, c(HCl) = 4 mol/l
Roztok hydroxidu draselného, ¢(KOH) = 4 mol/l
Chlorid vépenaty dihydrdt (CaCl-2H,0)

Detekéni ¢inidlo: Millonovo ¢inidlo

Millonovo ¢inidlo (dusi¢nan rtutnaty) je komeréné dostupny roztok (Fluka 69820).
2-Fenoxyethanol

1-Fenoxypropan-2-ol

Methyl 4-hydroxybenzodt (methylparaben)

Ethyl 4-hydroxybenzodt (ethylparaben)

n-Propyl 4-hydroxybenzodt (propylparaben)
n-Butyl 4-hydroxybenzodt (butylparaben)

Benzyl 4-hydroxybenzodt (benzylparaben)
Referencni roztoky

Pripravi se 0,1 % (m[V) roztoky kazdé z referencnich latek 3.11, 3.12, 3.13, 3.14, 3.15, 3.16 a 3.17
v methanolu.

Vyvijeci rozpoustédlo

Smichd se 88 dilti npentanu (3.4) s 12 dily ledové kyseliny octové (3.6).
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4.

4.1

4.2

4.3

4.4

4.5

4.6

4.7

4.8

4.9

5.1

5.2

Piistroje a pomiicky

Bézné laboratorni vybaveni a dile:

Vodni ldzen nastavitelnd na teplotu 60 °C
Vyvijeci komora (nevyloZend filtraénim papirem)
Zdroj ultrafialového svétla, 254 nm

Hotové desky 20 cm x 20 cm, pfedem potazené 0,25 mm tenkou vrstvou silikagelu 60F254 (254 je dolnim
indexem 60F) s koncentra¢ni zénou (Merck No 11798, Darmstadt, nebo ekvivalentni)

Susdrna nastavitelnd na teplotu az do 105 °C
Horkovzdusny vysouse¢ vlast

Vinény malifsky valecek o délce pfiblizné 10 cm, vngjsi promér pfiblizné 3,5 cm. VInénd vrstva by méla byt 2
az 3 mm silnd. Podle potieby se vlna zastiihne.

Viz pozndmka v bodu 5.2.
Sklenéné zkumavky na 50 ml se Sroubovacimi uzavéry.

Elektrickd topnd deska s termostatem. Nastaveni teploty: asi 80 °C. Topnd deska se pokryje hlinikovou deskou
o velikosti 20 cm x 20 cm a tloustce asi 6 mm, ¢imZ se dosdhne rovnomérného rozlozeni tepla.

Postup
Pfiprava vzorku

Do sklenéné zkumavky na 50 ml se Sroubovacim uzdvérem (4.8) se odvazi p¥iblizné 1 g vzorku. Pfidaji se
¢tyii kapky roztoku kyseliny chlorovodikové (3.7) a 40 ml acetonu.

V piipadé silné zésaditych kosmetickych prostfedkd, jako je toaletni mydlo, se piidd 20 kapek roztoku
kyseliny chlorovodikové. Zkumavka se uzavie, smés se zlehka zahfeje na asi 60 °C, aby se usnadnila extrakce
konzervacnich litek do acetonové fize, a 1 minutu se silné tiepe.

Indikdtorovym papirkem se zmé# pH roztoku a upravi se na hodnotu < 3 roztokem kyseliny chlorovodikové.
Znovu se 1 minutu silné téepe.

Roztok se ochladi na pokojovou teplotu a zfiltruje se pres filtra¢ni papir do Erlenmeyerovy bariky. 20 ml
filtrdtu se prevede do Erlenmeyerovy banky na 200 ml, pfidd se 60 ml vody a promichd. Hodnota pH smési
se upravi hydroxidem draselnym (3.8) piiblizné na 10 za pouziti indikdtorového papirku.

Pfidd se 1 g chloridu vépenatého dihydratu (3.9) a silné se protiepe. Roztok se zfiltruje pfes filtra¢ni papir do
délici nalevky na 250 ml, kterd obsahuje 75 ml diethyletheru, a silné se jednu minutu protiepavd. Fize se
nechaji oddélit a vodnd fize se vypusti do Erlenmeyerovy bariky na 200 ml. Hodnota pH roztoku se upravi
roztokem kyseliny chlorovodikové na piiblizné 2 za pouziti indikitorového papirku. Poté se pfidd 10 ml
diethyletheru a silné se jednu minutu protiepdvd. Fize se nechaji oddélit a asi 2 ml fdze diethyletheru se
pievede do vzorkovaci lahvicky na 5 ml.

Chromatografie na tenké vrstvé (TLC)

TLC deska se umisti na zahtdtou hlinikovou desku (4.9). Na startovni linii koncentra¢ni zény TLC desky se
nanese 10 pl kazdého z referen¢nich roztokt a 100 pl roztoku vzorku (vzorkd) (5.1).

Podle potfeby lze podpofit odpafeni rozpoustédla proudem vzduchu. TLC deska se odstrani z topné desky
a nechd se vychladnout na pokojovou teplotu. Vyvijeci komora (4.2) se naplni 100 ml vyvijectho rozpoustédla
(3.19).

TLC deska se ihned vlozi do nenasycené komory a vyviji se pii pokojové teploté, dokud ¢elo rozpoustédla
nepostoupi asi 15 cm od zdkladni linie. Deska se z vyvijeci komory vyjme a vysusi v proudu horkého
vzduchu pomoci horkovzdusného vysousece vlast.

Deska se prohlédne v UV svétle (4.3) a pozice skvrn se vyznaci. Deska se zahfivd 30 minut v su$drné (4.5) pi
100 °C, aby sc odstranila nadbytecnd kyselina octovd. Konzervacni piisady v chromatogramu se zviditelni
Millonovym ¢inidlem (3.10) tak, Ze se TLC deska rovnomérné navlhéi véleckem (4.7) namocenym do ¢inidla.

Pozndmka: Skvrny lze rovnéz zviditelnit opatrnym nanesenim kapky Millonova ¢inidla na kazdou skvrnu
oznacenou pod UV svétlem.

Estery kyseliny 4-hydroxybenzoové se projevi jako cervené skvrny, 2-fenoxyethanol a 1-fenoxypropan-2-ol jako
Zluté skvrny. Je viak tieba ddvat pozor na to, Ze kyselina 4-hydroxybenzoovd, kterd muZe byt piitomnd ve
vzorcich jako konzervacni litka nebo produkt rozkladu parabent, se sama o sobé projevi jako cervend skvrna.
Viz 7.3 a 7.4.
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6. Diikaz

Pro kazdou skvrnu se vypocte hodnota Rf. Skvrny ziskané z roztoku vzorku se porovnaji se skvrnami
ziskanymi z referencnich roztokd, pokud jde o jejich hodnoty Rf, jejich chovani v UV svétle a barvu po
zviditelnéni. Ucini se pfedbézné zdvéry o identité¢ konzervacnich piisad.
Pokud se zdd, Ze jsou piitomny parabeny, provede se analyza vysokou¢innou kapalinovou chromatografii
(HPLC) popsanou v oddile B. Vysledky chromatografie na tenké vrstvé (TLC) a vysokoucinné kapalinové
chromatografie (HPLC) se zkombinuji, aby se potvrdila pfitomnost 2-fenoxyethanolu, 1-fenoxypropan-2-olu
a parabent.

7. Pozndmky

7.1 Vzhledem k toxicit¢ Millonova ¢inidla je nejvhodnéjsi aplikovat toto ¢inidlo jednim z popsanych zpsobi.
Postiik se nedoporucuje.

7.2 Jiné slouceniny obsahujici hydroxylové skupiny mohou rovnéz pii reakci s Millonovym ¢inidlem poskytovat
zbarveni. Tabulka barev a hodnot Rf ziskanych pro fadu konzervacnich piisad pouzitim chromatografie na
tenké vrstvé je uvedena v praci N. de Kruijf, M. A. H. Rijk, L. A. Pranato-Soetardhi a A. Schouten (1987):
Determination of preservatives in cosmetic products I: Thin-layer chromatographic procedure for the
identification of preservatives in cosmetic products (J. Chromatography 410, 395-411).

7.3 Hodnoty Rf uvedené v ndsledujici tabulce slouzi jako ukazatele hodnot, které lze ziskat:

Sloucenina R Barva
Kyselina 4-hydroxybenzoovd 11 Cervend
Methylparaben 12 Cervend
Ethylparaben 17 Cervend
Propylparaben 21 Cervend
Butylparaben 26 Cervend
Benzylparaben 16 Cervend
2-Fenoxyethanol 29 zlutd
1-Fenoxypropan-2-ol 50 Zlutd

7.4 'V piipadé kyseliny 4-hydroxybenzoové a methylparabenu ani v piipadé benzylparabenu a ethylparabenu
nedochdzi k oddéleni. Dikaz téchto sloucenin by mél byt potvrzen metodou HPLC popsanou v oddile B
a porovnanim retencnich casti vzorku s retenénimi Casy standardi.

. STANOVENI

1. Rozsah a oblast pouziti
V této metodé je specifikovan postup pro stanoveni 2-fenoxyethanolu, 1-fenoxypropan-2-olu, methyl 4-
hydroxybenzodtu, ethyl 4-hydroxybenzodtu, propyl 4-hydroxybenzodtu, butyl 4-hydroxybenzodtu a benzyl 4-
hydroxybenzodtu v kosmetickych prostiedcich.

2. Definice
Mnozstvi konzervacnich piisad stanovend touto metodou se vyjadii v hmotnostnich procentech.

3. Podstata metody
Vzorek se okyseli priddnim kyseliny sirové a poté se suspenduje ve smési ethanolu a vody. Smés se opatrné
zahfeje do rozpusténi tukové fize, aby se zajistila kvantitativni extrakce, a poté se zfiltruje.

Konzervacni latky ve filtrdtu se stanovi vysokotcinnou kapalinovou chromatografii (HPLC) s obracenou fazi za
pouziti isopropyl 4-hydroxybenzodtu jako vnitinitho standardu.

4. Reakéni ¢inidla

41 Obecné
Vsechna reakéni cinidla musi byt Cistoty p.a. a podle potieby musi byt vhodnd pro HPLC. Musi byt pouzita
destilovand voda nebo voda alespon stejné Cistoty.

4.2 Ethanol, absolutni

4.3 2-Fenoxyethanol

4.4 1-Fenoxypropan-2-ol
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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

4.19

5.1
5.2
53

5.4

5.5

Methyl 4-hydroxybenzodt (methylparaben)

Ethyl 4-hydroxybenzodt (ethylparaben)

n-Propyl 4-hydroxybenzodt (propylparaben)

Isopropyl 4-hydroxybenzodt (isopropylparaben)

n-Butyl 4-hydroxybenzodt (butylparaben)

Benzyl 4-hydroxybenzodt (benzylparaben)

Tetrahydrofuran

Methanol

Acetonitril

Roztok kyseliny sirové ¢(H,SO,) = 2 mol/l

Smés ethanol/voda

Smichd se devét dili ethanolu (4.2) a jeden dil vody.

Roztok vnitintho standardu

Presné se navdzi piiblizné 0,25 g isopropylparabenu (4.8), pfevede se do odmérné bariky na 500 ml, rozpusti
se a doplni se smési ethanol/voda (4.15) na objem.

Mobilni fdze: smés tetrahydrofuran/voda/methanol/acetonitril

Smichd se 5 dilt tetrahydrofuranu, 60 dild vody, 10 dild methanolu a 25 dilt acetonitrilu.

Zasobni roztok konzervacnich piisad

Do odmérné baniky na 100 ml se pfesné navdzi pfiblizné 0,2 g 2-fenoxyethanolu, 0,2 g 1-fenoxypropan-2-
olu, 0,05 g methylparabenu, 0,05 g ethylparabenu, 0,05 g propylparabenu, 0,05 g butylparabenu a 0,025 g
benzylparabenu, rozpusti se a doplni smési ethanol/voda na objem.

Roztok se uchovdva v lednicce a je stabilni 1 tyden.

Standardni roztoky konzerva¢nich pifsad

Do odmérnych banék na 50 ml se ze zdsobniho roztoku (4.18) pievede 20,00 ml, 10,00 ml, 5,00 ml, 2,00
ml a 1,00 ml. Do kazdé banky se piiddé 10,00 ml roztoku vnitintho standardu (4.16) a 1,0 ml roztoku
kyseliny sirové (4.14) a doplni smési ethanolfvoda na objem. Tyto roztoky se pipravuji Cerstvé.

Piistroje a pomiicky

Bézné laboratorni vybaveni, a ddle:

Vodni ldzen nastavitelnd na teplotu 60 °C + 1 °C.

HPLC chromatograf s UV detektorem, vinovd délka 280 nm

Analytickd kolona:

Korozivzdornd ocel, délka 25 cm, vnitini primér 4,6 mm (nebo délka 12,5 cm a vnitini primér 4,6 mm),
naplnénd Nucleosilem 5C18, nebo ekvivalentnim sorbentem (viz 10.1).

Sklenéné zkumavky na 100 ml se Sroubovacim uzdvérem

Varné kaminky, karborundum, velikost 2 az 4 mm nebo ekvivalentni

Postup

Piiprava vzorku

Priprava vzorku bez pfiddni vnitinitho standardu

Do zkumavky na 100 ml se Sroubovacim uzdvérem se odvdzi asi 1,0 g vzorku. Do zkumavek se pipetou
pfidd 1,0 ml roztoku kyseliny sirové (4.14) a 50,0 ml smési ethanol/voda (4.15). Pridd se pfiblizné¢ 1 g
varnych kaminka (5.5), zkumavka se uzavie a siln¢ se protiepe, dokud nevznikne homogenni suspenze.
Protfepdvd se alespoii jednu minutu. Zkumavka se vloz{ na 5 minut do vodni ldzné (5.1) o teploté
60 °C £ 1 °C, aby se podpofila extrakce konzervacnich piisad do ethanolové faze.

Zkumavka se ihned ochladi pod proudem studené vody a extrakt se ulozi na jednu hodinu do lednicky.
Extrakt se zfiltruje pfes filtracni papir. Asi 2 ml filtrdtu se prevedou do 5 ml vzorkovaci lahvicky. Extrakty se
ulozi do lednicky a stanoveni metodou HPLC se provede do 24 hodin.
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6.1.2

6.2

6.2.1

6.2.2

6.2.3

Piiprava vzorka véetné pfidani vnitintho standardu

Do sklenéné zkumavky na 100 ml se Sroubovacim uzdvérem se s pfesnosti na tii desetinnd mista odvazi
1,0 g £ 0,1 g vzorku.

Do zkumavek se pipetou pfidd 1,0 ml roztoku kyseliny sirové a 40,0 ml smési ethanol/voda. Piidd se
piiblizné 1 g varnych kaminka (5.5) a pfesné 10,00 ml roztoku vnitintho standardu. Zkumavka se uzavie
a silné se protiepe, dokud nevznikne homogenni suspenze. Protiepdvé se alespon jednu minutu. Zkumavka se
vlozi na 5 minut do vodni ldzn¢ o teploté¢ 60 °C = 1 °C, aby se podporila extrakce konzervacnich piisad do
ethanolové faze.

Zkumavka se ihned ochladi pod proudem studené vody a extrakt se ulozi na jednu hodinu do lednicky.
Extrakt se zfiltruje pres filtra¢ni papir.

Asi 2 ml filtrdtu se prevedou do 5 ml vzorkovaci lahvicky (zkuSebni roztok). Extrakt se ulozi do lednicky
a stanoveni metodou HPLC se provede do 24 hodin.

Vysokoti¢innd kapalinovd chromatografie (HPLC)
Chromatografické podminky

— Mobilni fize: smés tetrahydrofuran/voda/methanol/acetonitril (4.17)
— Pratokovd rychlost: 1,5 ml za minutu

— Detekeni vinovd délka: 280 nm

Kalibrace

Nastitkne se 10 pl kazdého ze standardnich roztokt konzervacnich piisad (4.19). Ze ziskanych chromato-
gramu se stanovi pomér vysek pika standardnich roztokt konzerva¢nich piisad k piku vnitfniho standardu.
Pro kazdou konzervacni piisadu se sestroji kiivka zdvislosti téchto pomért na koncentraci standardnich
roztokd.

Stanoveni

Do chromatografu se nastitkne 10 pl roztoku vzorku bez vnitintho standardu (6.1.1) a zaznamend se
chromatogram.

Nastitkne se 10 pl jednoho ze standardnich roztokt konzerva¢nich prisad (4.19) a zaznamend se chromato-
gram. Ziskané chromatogramy se porovnaji.

Neni-li v chromatogramu extraktu vzorku (6.1.1) pfitomen pik s piiblizné stejnym retencnim casem, jako je
retenéni Cas piku isopropylparabenu (doporuceny vnitini standard), pokracuje se nastitknutim 10 pl roztoku

vzorku s vnitinim standardem (6.1.2). Chromatogram se zaznamend a zméif se vysky pika.

Je-li v chromatogramu roztoku vzorku rusivy pik s retenénim casem piiblizné stejnym jako retencni cas
isopropylparabenu, mél by byt vybrdn jiny vnitini standard.

Neni-li jedna z vySetfovanych konzervacnich ptisad v chromatogramu vzorku piitomna, lze tuto konzerva¢ni
pifsadu pouzit jako vnitini standard.

Vypocitaji se poméry vySek pika vySetfovanych konzervacnich pifsad k vysce piku vnitintho standardu.
Je tieba ovéfit, Ze je kalibracni kiivka pouzitého standardu linedrni.

Je tieba ovéfit, zda chromatogramy ziskané pro standardni roztok a roztok vzorku spliuji nésledujici
pozadavky:

— separace pikd nejhtfe oddéleného péru je alespon 0,90. (Definice separace pikdi je uvedena na obrdzku 1.,

separace pikil (p)

p=flg

Obrizek 1: Separace pikii
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Neni-li pozadované separace dosazeno, méla by byt bud pouzita G¢inngjsi kolona, nebo by mélo byt
slozeni mobilni fize upraveno tak, aby byl pozadavek splnén.

— faktor asymetrie (As) viech ziskanych pikd by se mél pohybovat od 0,9 do 1,5. (Definice faktoru
asymetrie je uvedena na obrazku 2. PH zaznamendni chromatogramu za dcelem stanoveni faktoru
asymetrie je doporucend rychlost posuvu papiru nejméné 2 cm za minutu,

Faktor asymetrie (As)

A,=b/a

o[ ) | S

Obrizek 2: Faktor asymetrie piku

— zékladna musi byt stabilni.

7. Vypocet

Pro vypocet koncentrace konzervacnich pfisad v roztoku vzorku se pouzije kalibracni kiivka (6.2.2)
a hodnoty pomért vysek pika vysetfovanych konzervacnich pifsad k vysce piku vnitintho standardu. Obsah
(wi) 2-fenoxyethanolu, 1-fenoxypropan-2-olu, methyl 4-hydroxybenzodtu, ethyl 4-hydroxybenzodtu, propyl 4-
hydroxybenzodtu, butyl 4-hydroxybenzodtu a benzyl 4-hydroxybenzodtu v hmotnostnich procentech (% m/m)
se vypocte pomoci vzorce:

9 bi

%wa(mim) = 550 x a
kde
bi = koncentrace konzervacni pifsady i ve zkusebnim roztoku (ug/ml) odectend z kalibracni kiivky a
a = hmotnost zkusebniho vzorku (g).

8. Opakovatelnost (')

Viz pozndmka v bodu 10.5.

9. Reprodukovatelnost (')

Viz pozndmka v bodu 10.5.

10. Poznimky
10.1 Staciondrni fize

Retenéni chovédni rozpousténych ldtek pii stanovenich HPLC vyrazné zdvisi na typu, znaCce a historii
staciondrni fize. Zda lze kolonu pouZit pro oddéleni vySetfovanych konzervacnich pifsad, lze usoudit
z vysledkil ziskanych pro standardni roztoky (viz pozndmky v bodu 6.2.3). Kromé navrhovaného materidlu
ndplné kolony byly shleddny vhodnymi také materidly Hypersil ODS a Zorbax ODS.

Za tGcelem dosazeni pozadovaného oddéleni lze popiipadé optimalizovat slozeni mobilni féze.
10.2 Detekéni vinovd délka

Zkouska robustnosti popisované metody ukdzala, 7e nepatrnd zména detekéni vinové délky mbze mit
vyznamny vliv na vysledky stanoveni.

Tento parametr musi byt proto béhem analyzy peclivé kontrolovén.

() 1SO 5725.
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10.3 Rusivé vlivy
Za podminek popsanych v této metodé je eluovino mnoho dalsich sloucenin, jako jsou dalsi konzervaéni
piisady a kosmetické piisady. Reten¢ni Casy velkého mnoZstvi konzervacnich pifsad uvedenych v piiloze VI
smérnice Rady tykajici se kosmetickych prostiedkt jsou uvedeny v praci N. de Kruijf, M. A. H. Rijk, L. A.
Pranato-Soetardhi, A. Schouten, (1989): Determination of preservatives in cosmetic products II. High-
performance liquid chromatographic identification (J. Chromatography, 469, 317-398).
10.4 Pro ochranu analytické kolony lze pouzit vhodnou ptedkolonu.
10.5 Metoda byla zkousena pii okruznim pokusu, na némz se podilelo devét laboratofi. Byly analyzovany tfi
vzorky. V nasledujici tabulce jsou pro kazdy ze ti vzorkd uvedeny stfedni hodnoty v % m/m (m),
opakovatelnosti (r) a reprodukovatelnosti (R) zjisténé pro analyty, které byly ve vzorcich obsazeny:
Vzorek 2—Ferr11(;);yletha— ! _I;Z?S);}-’glr © | Methylparaben | Ethylparaben | Propylparaben | Butylparaben | Benzylparaben
Vitaminovy krém 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
Zéakladni plefovy krém 1,196 0,266 0,076
0,040 0,003 0,002
0,147 0,022 0,004
Masdzni krém 0,806 0,180 0,148 0,152
0,067 0,034 0,013 0,015
0,112 0,078 0,012 0,016




