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L 213/8 IL-GURNAL UFFICJALI TAL-KOMUNITAJIET EWROPE] 22.8.1996

IS-SEBA’ DIRETTIVA TAL-KUMMISSJONI 96/45/KE
tat-12 ta’ Lulju 1996

dwar il-metodi ta’ analizi mehtiega ghall-kontroll tal-kompozizzjoni tal-prodotti kosmetici

(Test b’rilevanza ghaz-ZEE)

IL-KUMMISSJONI TAL-KOMUNITAJIET EWROPE],
Wara li kkunsidrat it-Trattat li jistabbilixxi I-Komunita Ewropea,

Wara li kkunsidrat id-Direttiva tal-Kunsill 76/768/KEE tas-27
ta’ Lulju 1976 dwar l-approssimazzjoni tal-ligijiet ta’ I-Istati
Membri li ghandhom xjjagsmu mal-prodotti kosmetici ('), kif
l-ahhar emendata bid-Direttiva 95/34/KEE (%), u b'mod partiko-
lari I-Artikolu 8 taghha,

Billi d-Direttiva 76/768/KEE tipprovdi ghall-ittestjar uffi¢jali tal-
prodotti kosmeti¢i bil-ghan li tizgura li l-kondizzjonijiet stabbi-
liti bid-dispozizzjonijiet tal-Komunita dwar il-kompozizzjoni
tal-prodotti kosmetici jigu sodisfatti;

Billi I-metodi ta’ analizi kollha mehtiega ghandhom jigu stabbi-
liti mill-iktar fis possibbli; billi certi metodi diga gew adottati
fid-Direttivi tal-Kummissjoni 80/1335/KEE (*), kif emendati bid-
Direttiva 87/143/KEE (%, 82/434/KEE (%), kif emendati bid-Di-
rettiva  90/207/KEE (°), u  bid-Direttivi  tal-Kummissjoni
83/514/KEE (), 85/490/KEE (%), 93/73/KEE () u 95/32/KE ("9);

Billi l-identifikazzjoni u d-determinazzjoni ta’ 2-phenoxyethe-
nol, 1-phenoxypropan-2-ol, methyl, ethyl, propyl, butyl u
benzyl 4-hydroxybenzoate fil-prodotti kosmetici jikkostitwixxu
s-seba’ pass;

Billi l-mizuri li ghallhom hemm provdut fdin id-Direttiva
huma skond l-opinjoni tal-Kumitat dwar l-addattament tad-
Direttiva 76/768/KEE ghall-progress tekniku,

ADOTTAT DIN ID-DECIZJONI:

L-Artikolu 1

L-Istati Membri ghandhom jiechdu l-passi kollha mehtiega biex
jizguraw li matul l-ittestjar ufficjali ta’ prodotti kosmetici, I-
identifikazzjoni u d-determinazzjoni ta’ 2-phenoxyethenol, 1-

) GU L 262, tas-27.9.1976, p. 169.
) GUL 167, tat-18.7.1995, p. 19.
) GU L 383, tal-31.12.1980, p. 27.
) GU L 57, tas-27.2.1987, p. 56.
’) GU L 185, tat-30.6.1982, p. 1.
) GU L 108, tat-28.4.1990, p. 92.
) GUL 291, ta’ 1-24.10.1983, p. 9.
) GU L 295, tas-7.11.1985, p. 30.
) GUL 231, ta’ [-14.9.1993, p. 34.

1) GU L 178, tat-28.7.1995, p. 20.

pneoxypropan-2-ol, methyl, ethyl, propyl, butyl u benzyl 4-
hydroxybenzoate jitwettqu skond il-metodu deskritt fl-Anness.

L-Artikolu 2
1. L-stati Membri ghandhom idahhlu fis-sehh il-ligijiet, ir-
regolamenti u d-dispozizzjonijiet amministrattivi mehtiega biex
jikkonformaw ma’ din id-Direttiva sa mhux iktar tard mit-30

ta’ Settembru 1997. Huma ghandhom jinformaw minnufih lill-
Kummissjoni b’dan.

2. Meta |-Istati Membri jadottaw dawn id-dispozizzjonijiet,
huma ghandhom ikollhom referenza ghal din id-Direttiva jew
ghandhom ikunu akkumpanjati b'tali riferenza fiz-zmien tal-
pubblikazzjoni uffi¢jali taghhom. Il-procedura ghal referenza
bhal din ghandha tigi adottata mill-Istati Membri.

3. L-Istati Membri ghandhom jikkomunikaw lill-Kummissjo-
ni id-dispozizzjonijiet tal-ligi nazzjonali li huma jadottaw fil-
gasam kopert minn din id-Direttiva.
L-Artikolu 3
Din id-Direttiva ghandha tidhol fis-sehh f1-20 jum mill-pubbli-
kazzjoni taghha fil-Gurnal Uffi¢jali tal-Komunitajiet Ewropej.
L-Artikolu 4

Din id-Direttiva hija indirizzata lill-Istati Membri.

Maghmula fi Brussel, fit-2 ta’ Lulju 1996.

Ghall-Kummissjoni
Emma BONINO

Membru tal-Kummissjoni
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L-ANNESS

IDENTIFIKAZZJONI U DETERMINAZZJONI TA’ 2-PHENOXYETHANOL, 1-PHENOXYPROPAN-2-OL, MET-

HYL, ETHYL, PROPYL, BUTYL U BENZYL 4-HYDROXYBENZOATE FI PRODOTTI KOSMETICI

A. IDENTIFIKAZZJONI

1.

3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

3.8.

3.9.

Ghan u qasam ta’ applikazzjoni

Dan il-metodu jispecifika procedura TLC li, fkombinazzjoni mal-metodu ta’ determinazzjoni deskritt fis-
Sezzjoni B, jippermetti l-identifikazzjoni ta’ 2-phenoxyethanol, 1-phenoxypropan-2-ol, methyl 4-hydroxyben-
zoate, ethyl 4-hydroxybenzoate, propyl 4-hydroxybenzoate, butyl 4-hydroxybenzoate u benzyl 4-hydroxyben-
zoate fi prodotti kosmetici.

Principju

Il-preservattivi huma estratti mill-kampjun kosmetiku acidifat bl-acetun. Wara lfiltrazzjoni, is-soluzzjoni ta’ 1-
acetun hija mhallta bl-ilma, u fsustanza alkalinika, l-acidi grassi kif ukoll l-imluha tal-kal¢ju taghhom
jissolidifikaw ruhhom. It-tahlita acetun alkalinikufilma hija estratta bid-diethylether biex jitnehhew is-sustanzi
lipofilici. Wara l-acidifikazzjoni, l-priservattivi huma estratti bid-diethylether. Alikwott ta’ l-estratt tad-diethy-
lether huwa spottjat fuq platt miksi b'saff irqiq ta’ gel tas-silika. Wara l-izvilupp tal-platt, il-kromotogramma
miksuba hija osservata taht dawl UV u vizwalizzata bl-uzu ta’ reagent ta’ Millon.

Reagenti

Generali

Ir-reagenti kollha uzati ghandhom ikunu ta’ purita analitika. L-ilma ghandu jkun ilma iddistillat, jew ilma ta’
purita li tkun ghallinqas ugwali.

Acetun.

Diethylether

n-Pentane

Methanol

Acidu acetiku, glagjali

Soluzzjoni ta’ l-acidu idrokloriku, c¢(HCl)=4mol/l

Soluzzjoni ta’ l-idrossidu tal-potassju, ¢(KOH)=4mol/l

Kloru tal-kal¢ju diidrat (CaC1, - 2H,0)

3.10. Reagenti ta’ wiri (detection reagent): Ir-reagent ta’ Millon

Ir-reagent ta’ Millon (nitrat tal-Merkurju (I)) huwa soluzzjoni diga ippreparata li hija disponibbli kummercjal-
ment (Fluka 69820).

3.11. 2-Phenoxyethanol

3.12. 1-Phenoxypropan-2-ol

3.13. Methyl 4-hydroxybenzoate (methylparaben)

3.14. Ethyl 4-hydroxybenzoate (ethylparaben)

3.15. n-Propyl 4-hydroxybenzoate (propylparaben)

3.16. n-Butyl 4-hydroxybenzoate (butylparaben)

3.17. Benzyl 4-hydroxybenzoate (benzylparaben)

3.18. Soluzzjonijiet ta’ riferenza

Hejji 0,1 % (m/V) soluzzjonijiet ta’ kull wahda mis-sustanzi ta’ riferenza 3.11, 3.12, 3.13, 3.14, 3.15, 3.16 u
3.17 fmethanol.

3.19. Solvent ta’ zvilupp

Hallat 88 volum ta’ n-pentane (3.4) ma’ 12-il volum ta’ acidu acetiku glacjali (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.

Apparat

Apparat normali tal-laboratorju, u

Banju ta’ l-ilma, li jkun jista’ jzomm temperatura ta’ 60 °C
Tank ta’ l-izvilupp (mhux allineat mal-karta filtru)

Sors ta’ dawl ultravjola, 254 nm

Platti b'saff irqiq, 20 ¢m x 20 ¢m, miksija minn gabel 0,25 mm ta’ gel tas-silika 60F ., b'zona ta’

koncentrazzjoni (Merck Nru 11798, Darmstadt jew ekwivalenti)

254

Forn, li kapaci jzomm sa 105 °C
Hair dryer ta’ atja shuna

Roller taz-zebgha tas-suf, ta’ tul ta’ bejn wiehed u ichor 10 ¢m, dijametru ta’ barra ta’ bejn wiehed u ichor
3,5 ¢m. [l-hxuna tas-saff tas-suf ghandha tkun minn 2 sa 3 mm. Ittrimmja s-suf jekk ikun mehtieg.

Ara n-nota taht 5.2
Tubu tal-hgieg 50-ml btap bil-kamin

Platt li jsahhan ta’ l-elettriku b’kontrollur termostatiku tat-temperatura. Issettjar tat-temperatura: madwar
80 °C. Il-platt tas-shana ghandu jkun miksi bi pjanca ta’ l-aluminju ta’ 20 ¢m — 20 ¢m u hxuna ta’ madwar
6 mm, biex tinkiseb distrubuzzjoni tas-shana uniformi.

Procedura
Preparazzjoni tal-kampjun

Izen madwar 1g ta’ kampjun ftubu tal-hgieg 50-ml b'tapp bil-kamin (4.8) Zid 4 qatriet ta’ soluzzjoni ta’ a¢idu
idrokloriku (3.7) u 40 ml ta’ acetun.

Ghal prodotti kosmetici bazi¢i hafna, bhal nghidu ahna s-sapun tat-twaletta, ghandhom jigu mizjuda 20 qatra
ta’ soluzzjoni ta’ acidu idrokloriku. Aghlaq it-tubu, sahhan it-tahlita bil-mod sa madwar 60 °C biex tiffacilita 1-
estrazzjoni tal-preservattivi fil-fazi ta’ l-acetun u hawwad b’sahha ghal minuta.

Kejjel il-pH tas-soluzzjoni b'karta li tindika 1-pH u aggusta il-pH tas-soluzzjoni < 3 ma’ soluzzjoni ta’ acidu
idrokloriku. Hawwad b’sahha mill-gdid ghal minuta.

Berred is-soluzzjoni ghal temperatura tal-kamra u iffiltra minn gewwa karta filtru ghal gewwa flixkun koniku.
Ittrasferixxi 20 ml tal-filtrat fi flixkun koniku ta’ 200-ml, zid 60 ml ilma u hallat. Aggusta il-pH tat-tahlita
ghal madwar 10 bl-idrossidu tal-potassju (3.8), bl-uzu ta’ karta li tindika I-pH.

Zid 1 g diidrat tal-klorur tal-kalgju (3.9) u hawwad sewwa. iffiltra s-soluzzjoni minn gewwa karta filtru
flembut 1i jissepara ta’ 250-ml li jkun fih 75 ml diethylether u hawwad sewwa ghal minuta. Halli 1-fazijiet
jisseparaw u igbor is-saff milwiem fi flixkun koniku ta’ 200-ml. Aggusta il-pH tas-soluzzjoni ghal madwar 2
bis-soluzzjoni ta’ l-a¢idu idrokloriku, bl-uzu ta’ karta li tindika -pH. Sussegwentement, zid 10 ml diethylether
u hawwad sewwa ghal minuta. Halli 1-fazijiet biex jisseparaw u ttrasferixxi madwar 2 ml tas-saff tad-
diethylether fil-kunjett tal-kampjun ta’ 5-ml.

[l-kromatografija tas-saff irqiq (TLC)

Poggi platt tat-TLC (4.4) fuq platt ta’ l-aluminju imsahhan (4.9). Applika 10 pl minn kull wahda mis-
soluzzjonijiet ta’ riferenza (3.18) u 100 pl mis-soluzzjonijiet tal-kampjun (5.1) fuq linja tat-tluq fiz-Zona ta’
koncentrazzjoni tal-platt tat-TLC.

Jekk mixtiega, tista’ tintuza cirkolazzjoni ta’ arja biex tiffacilita l-evaporazzjoni tas-solvent. Nehhi I-platt tat-
TLC mill-platt tas-shana u hallih jibred sat-temperatura tal-kamra. Ittrasferixxi 100 ml tas-solvent ta’ Zvilupp
(3.19) fit-tank ta’ l-izvilupp (4.2).

Poggi l-platt tat-TLC mal-ewwel fil-kumpartiment mhux saturat u zviluppa fit-temperatura tal-kamra sakemm
il-parti ta’ quddiem tas-solvent tkun imxiet sa madwar 15-il ¢m mil-linja bazi. Nehhi l-platt mit-tank ta’
zvilupp u nixxef fc¢irkolazzjoni ta’” arja shuna permezz ta’ hair dryer ta’ l-arja shuna.

Ezamina l-platt taht dawl UV (4.3) u mmarka l-pozizzjoni tat-tikek. Sahhan il-platt ghal 30 minuta fforn (4.5)
£100 °C biex tnehhi l-acidu acetiku zejjed. Hares lejn il-preservattivi fil-kromatogramma bir-reagent ta’ Millon
(3.10), billi tghaddas ir-roller taz-zebgha (4.7) fir-reagent u tghaddih fuq il-platt tat-TLC sakemm ikun
imxarrab kullimkien l-istess.

Nota: Inkella, it-tikek jistghu jigu vizwalizzati bl-applikazzjoni attenta ta’ qatra mir-reagent ta’ Millon fuq kull
tikka mmarkata taht dawl UV.

Esters ta’ l-acidu 4-hydroxybenzoic jidhru bhala tikek homor, 2-phenoxyethanol u 1-phenoxypropan-2-ol
bhala tikek sofor. Innota, izda, li l-acidu 4-hydroxybenzoic innifsu, li jista’ jkun prezenti fil-kampjuni bhala
preservattiv jew prodott ta’ dekompozizzjoni tal-parabens jidher ukoll bhala tikka hamra. Ara 7.3 u 7.4.
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Identifikazzjoni

Ikkalkula I-valur R, ghal kull tikka. Qabbel it-tikek miksuba mis-soluzzjoni tal-kampjun ma’ dawk tas-
soluzzjonijiet ta” referenza rigward il-valuri R, taghhom, l-imgieba taghhom taht radjazzjoni UV u l-kulur
wara l-vizwalizzazzjoni. Aghmel konkluzjonijiet preliminari dwar l-identita tal-priservattivi.

Jekk jidher li jkun hemm parabens prezenti, ghandha ssir il-procedura HPLC deskritta fis-Sezzjoni B.
Ikkombina r-rizultati mit-TLC u l-kromotografija likwida ta’ rendiment gholi (HPLC) biex tikkonferma I-
prezenza tat-2-phenoxyethanol, I-phenoxypropan-2-ol u l-parabens.

7. Rimarki

7.1. Minhabba it-tossicita tar-reagent ta’ Millon, ikun ahjar li dan ir-reagent jigi applikat b'wahda mill-proceduri
deskritti. L-isprejjar mhuwiex rakkomandat.

7.2, Kompozizzjonijiet ohra li jkun fihom il-gruppi tal-hydroxyl jistghu ukoll jaghtu kuluri mar-reagent ta’ Millon.
Tabella tal-kuluri u tal-valuri R, miksuba ghal numru ta’ preservattivi li juzaw din il-procedura tat-TLC tinsab
fi: N. de Kruijf, M. A. H. Rijk, A. Prinato-Soetardhi u A. Schouten (1987): Determinazzjoni ta’ preservattivi fi
prodotti kosmetici I: ll-procedura kromatografika ta’ saff irqiq ghall-identifikazzjoni ta’ priservattivi fi prodotti
kosmetici (J.Chromatography 410, 395-411).

7.3. ll-valuri Rf elenkati fit-tabelli segwenti jservu bhala indikazzjoni tal-valuri i jistghu jkunu miksuba:

Tahlita hR, Kulur
Acidu 4-hydroxybenzoic 11 ahmar
Methylparaben 12 ahmar
Ethylparaben 17 ahmar
Propylparaben 21 ahmar
Butylparaben 26 ahmar
Benzylparaben 16 ahmar
2-phenoxyethanol 29 isfar
1-phenoxypropan-2-ol 50 isfar

7.4. Ma tinkiseb ebda separazzjoni ghal acidu 4-hydroxybenzoic u methylparaben, jew ghal benzylparaben u
ethylparaben. L-identifikazzjoni ta’ dawn il-kompozizzjonijiet ghandha tigi konfermata billi jsir il-metodu
HPLC taht is-Sezzjoni B u billi jitqabbel l-hinijiet ta’ ritenzjoni miksubin mill-kampjun ma’ dawk l-istandards.

. DETERMINAZZJONI

1. Ghan u qasam ta’ applikazzjoni
Dan il-metodu jispecifika procedura ghad-determinazzjoni ta’ 2-phenoxyethanol, 1-phenoxypropan-2-ol,
methyl 4-hydroxybenzoate, ethyl 4-hydroxybenzoate, propyl 4-hydroxybenzoate, butyl 4-hydroxybenzoate u
benzyl 4-hydroxybenzoate fi prodotti kosmetici.

2. Definizzjonijiet
L-ammonti ta’ priservattivi stabbiliti b’dan il-metodu huma mfissra bhala persentagg skond il-piz.

3. Prinéipju
Il-kampjun huwa acidifat billi jizdied l-acidu sulfuriku u mbaghad jithalla ftahlita ta’ ethanol u ilma. Wara li
ssahhan it-tahlita bil-mod biex iddewweb il-fazi lipida biex tippromwovi estrazzjoni kwantitattiva, it-tahlita
tigi iffiltrata.

Il-preservattivi fil-filtrat jigu stabbiliti bil-fazi HPLC bllura bl-uzu ta’ l-isopropyl 4-hydroxybenzoate bhala 1-
istandard intern.

4. Reagenti

4.1.  Generali
Ir-reagenti kollha ghandhom ikunu ta’ purita analitika u tajbin ghall-HPLC fejn xieraq. L-ilma ghandu jkun
ilma iddistillat, jew ilma i jkollu purita li tkun ghallingas ugwali.

4.2.  FEthanol, assolut

4.3, 2-Phenoxyethanol

4.4.  1-Phenoxypropan-2-ol
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4.5.

4.6.

4.7.

4.8.

4.9.

4.10.

4.16.

4.17.

4.18.

4.19.

5.1.
5.2.
5.3.

5.4.
5.5.

6.1.
6.1.1.

Methyl 4-hydroxybenzoate (methylparaben)
Ethyl 4-hydroxybenzoate (ethylparaben)
n-Propyl 4-hydroxybenzoate (propylparaben)
Benzyl 4-hydroxybenzoate (isopropylparaben)
n-Butyl 4-hydroxybenzoate (butylparaben)

Benzyl 4-hydroxybenzoate (benzylparaben)

. Tetrahydrofuran

. Methanol

. Acetonitrile

. Soluzzjoni ta’ acidu sulfuriku, ¢(H,SO 4=2m01/1

. Tahlita ta’ ethanol/ilma

Hallat disa’ volumi ta’ ethanol (4.2) u volum wiched ta’ ilma.
Soluzzjoni standard interna

Izen bi precizjoni bejn wiehed u iehor 0,25 g isopropylparaben (4.8), ittrasferixxih ghal flixkun volumetriku
ta’ 500-ml, dewweb u zid ghall-volum bit-tahlita ta’ ethanol/ilma (4.15).

Fazi mobbli: tahlita ta’ tetrahydrofuran/ilma/methanol/acetonitrile
Hallat 5 volumi ta’ tetrahydrofuran, 60 volum ta’ ilma, 10 volumi ta’ methanol u 25 volum ta’ acetonitrile.
Soluzzjoni ta’ stokk preservattiv

Izen sewwa madwar 0,2 g 2-phenoxyethanol, 0,2 g 1-phenoxypropan-2-ol, 0,05 g methylparaben, 0,05 g
ethylparaben, 0,05 g propyl paraben, 0.05 butylparaben u 0,25 g benzylparaben fi flixkun volumetriku ta’
100-ml, dewweb u wassal sal-volum bit-tahlita ta’ ethanol/ilma.

Mizmuma fi frigg is-soluzzjoni tibqa’ stabbli ghal gimgha.
Soluzzjonijiet ta’ preservattivi standard

Mis-soluzzjoni ta’ l-istokk (4.18) ittrasferixxi rispettivament 20,00 ml, 10,00 ml, 5,00 ml, 2,00 ml u 1,00 ml
fi fliexken volumetriki ta’ 50-ml. Fkull flixkun, zid 10,00 ml soluzzjoni interna standard (4.16) u 1,0 ml
soluzzjoni ta’ acidu sulfuriku (4.14) u wassal sal-volum b'tahlita ta’ ethanolfilma. Dawn is-soluzzjonijiet
ghandhom jigu ippreparati friski.

Apparat

Apparat tal-laboratorju normali, u

Banju ta’ l-ilma, li jkun jista’ jzomm temperatura ta’ 60 °C + 1 °C.

Kromatografija tal-likwidu ta’ rendiment gholi b'detector ta’ I-UV, b'wavelength 280 nm

Kolonna analitika:

Stainless steel, 25 cm x 4,6 mm id. (jew 12,5 cm x 4,6 mm [I'd) ippakkjat bin-Nucleosil 5C18, jew
ekwivalenti (ara 10.1)

tubi tal-hgieg 100-ml b’tap bil-kamin

Chips jaghlu, carborundum, ta’ dags ta’ 2 sa 4 mm, jew ekwivalenti

Procedura
Preparazzjoni tal-kampjun
Preparazzjoni tal-kampjun minghajr iz-zjieda ta’ l-istandard intern

Izen madwar 1,0 g ta’ kampjun ftubu tal-hgieg 100-ml b'tapp bil-kamin. Qattar 1,0 ml soluzzjoni ta’ acidu
sulfuriku (4.14) u 50,0 ml tahlita ta’ ethanol, ilma (4.15) fit-tubi. Zid madwar 1 g chips jaghlu (5.5), ghalaq
it-tubi u hawwadhom b'sahha sakemm tinkiseb kompozizzjoni omogenja. Hawwad ghallinqas ghal minuta.
Poggi t-tubu ghal hames minuti fbanju ilma (5.1) mizmum £60 °C + 1 °C biex tkun iffa¢ilitata l-estrazzjoni
tal-preservattivi fil-fazi ta’ l-ethanol.

Berred it-tubu mal-ewwel taht nixxiegha ta’ ilma kiesah u ahzen l-estratt fil-frigg ghal siegha. Iffiltra l-estratt
bl-uzu ta’ karta filtru. Ittrasferixxi madwar 2 ml tal-filtrat fkunjett tal-kampjun ta’ 5-ml. Ahzen l-estratt fil-
frigg u wettaq id-determinazzjoni tal-HPLC fi zmien erbgha u ghoxrin siegha.
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6.1.2. Preparazzjoni tal-kampjun i tinkludi l-istandard intern

6.2.

6.2.1.

Izen sa tliet postijiet decimali 1,0 ¢ + 0,1 g ta’ kampjun ftubu tal-hgieg ta’ 100-ml b’tapp bil-kamin.
Qattar 1,0 ml soluzzjoni ta’ acidu sulfuriku u 40,0 ml ta’ tahlita ta’ ethanol/iima fit-tubu. Zid madwar 1 g
chips jaghlu (5.5) u ezattament 10,00 ml soluzzjoni standard interna. Aghlaq it-tubu u hawwad b’sahha
sakemm tinkiseb sospensjoni omogenja. Hawwad ghallingas ghal minuta. Poggi t-tubu ghal hames minuti
gewwa banju ilma mizmum f60 °C + 1 °C biex tiffacilita l-estrazzjoni tal-preservattivi fil-fazi ta’ l-ethanol.

Berred mal-ewwel it-tubu taht nixxiegha ta’ ilma kiesah u ahzen l-estratt fil-frigg ghal siegha. Iffiltra l-estratt
bl-uzu ta’ karta filtru.

Ittrasferixxi madwar 2 ml tal-filtrat fkunjett tal-kampjun ta’ 5-ml (soluzzjoni tat-test). Ahzen l-estratt fil-frigg
u wettaq id-determinazzjoni tal-HPLC fi zmien erbgha u ghoxrin siegha.

Kromatografija tal-likwidu ta’ rendiment gholi (HPLC)

Kondizzjonijiet kromatografici

— Fazi mobbli: tahlita ta’ tetrahydrofuran/ilma/methanol/acetonitrile (4.17)
— Rata tat-tnixxija: 1,5 ml/il-minuta

— Detection wavelength: 280 nm

. Kalibrazzjoni

Injetta 10p1 ta’ kull wahda mis-soluzzjonijiet tal-preservattivi standard (4.19). Mill-kromatogrammi miksubin
ikkalkula I-proporzjon ta’ l-oghla pozizzjonijiet tas-soluzzjonijiet tal-preservattivi standard ghall-oghla poziz-
zjoni ta’ l-istandard intern. Ipplottja kurva ghal kull preservattiv relatat ma’ dawn il-proporzjonijiet ghall-
koncentrazzjonijiet tas-soluzzjonijiet standard.

. Determinazzjoni

Injetta 10 pl tas-soluzzjoni tal-kampjun minghajr standard intern (6.1.1) fil-kromatograff u rrekordja 1-
kromatogramm.

Injetta 10 pl ta’ wahda mis-soluzzjonijiet tal-preservattiv standard (4.19) u rrekordja l-kromatogramm. Qabbel
il-kromatogrammi miksubin.

Jekk, fil-kromatogramm ta’ l-estratt tal-kampjun (6.1.1), ma jkun hemm ebda quécata li jkollha bejn wiehed u
iehor l-istess hin ta’ retenzjoni ta’ l-isopropylparaben (standard intern rakkommandat), kompli billi tinjetta 10
pl soluzzjoni tal-kampjun ma’ l-istandard intern (6.1.2). Irrekordja l-kromatogramm u kejjel 1-oghla poziz-
zjonijiet.

Jekk tkun osservata pozizzjoni gholja li tinterferixxi fil-kromatogramma tas-soluzzjoni tal-kampjun li jkollha
bejn wiched u ichor l-istess hin ta’ retenzjoni, ghandu jkun maghzul standard intern iehor.

Jekk wiched mill-priservattivi li jkun gieghed jigi ezaminat ikun nieqes fil-kromatogramma tal-kampjun, dan
il-priservattiv jista’ jintuza bhala standard intern alternattiv.

Ikkalkula 1-proporzjonijiet tal-qcacet tal-priservattivi investigati ma’ l-oghla pozizzjoni ta’ l-istandard intern.
Accerta li ghas-soluzzjonijiet standard uzati fil-procedura tal-kalibrar tkun miksuba twegiba lineari.

Accerta jekk il-kromatogrammi miksuba ghal soluzzjoni standard u s-soluzzjoni tal-kampjun jissodisfawx il-
kondizzjonijiet li gejjin:

— l-akbar separazzjoni ta’ l-aghar par mifrud ghandha tkun ta’ l-inqgas 0,90. (Ghad-definizzjoni ta’ l-akbar
separazzjoni, ara l-Figura 1).

l-akbar separazzjoni (p)

p=flg

Figura 1: L-akbar separazzjoni
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Jekk ma tkunx miksuba s-separazzjoni mehtiega, jew ghan.Ghandha tintuza kolonna iktar effi¢jenti, jew il-
kompozizzjoni tal-fazi mobbli ghandha tkun aggustata sakemm jintlahaq dak mitlub.

— il-fattur assimetriku A_ ta’ l-oghla pozizzjonijiet kollha miksubin ghandu jkun mifrux bejn 0,9 sa 1,5.
(Ghad-definizzjoni tal-fattur assimetriku tal-quccata, ara I-Figura 2). Biex tirrekordja l-kromatogramm
ghad-determinazzjoni tal-fattur assimetriku huwa ta’ min tintuza chart speed ta’ ghallinqas ta’ 2 ¢mlil-
minuta.

Asymmetry factor (A)

A,=b/a

o[ ) | S

Figura 2: Peak asymmetry factor

— Ghandha tinkiseb linja ta’ bazi kostanti

Kalkolazzjoni

Uza l-kurva ta’ kalibrar (6.2.2) u l-proporzjonijiet ta’ l-oghla pozizzjonijiet tal-preservattivi investigati ghall-
oghla pozizzjoni ta' l-istandard intern biex tikkalkula l-koncentrazzjoni tal-preservattivi fis-soluzzjoni tal-
kampjun. Ikkalkula I-kontenut ta’ 2-phenoxyethanol, 1-phenoxypropan-2-ol, methyl 4-hydroxybenzoate, ethyl
4-hydroxybenzoate, propyl 4-hydroxybenzoate, butyl 4-hydroxybenzoate u benzyl 4-hydroxybenzoate, wi,
bhala persentagg skond il-piz (% m/m), bl-uzu tal-formula:

— bi
T 200xa

%wi (m/m)

FORMULA

b

i

il-koncentrazzjoni (ig/ml) tal-preservattiv i fis-soluzzjoni tat-test kif jingara mill-kurva ta’ kalibrar; u

1l

a il-piz (g) tal-pozizzjoni tat-test.

Ripetibilita (')

Ara r-rimarki, 10.5.

Riproducibilita (')

Ara r-rimarki, 10.5.

Rimarki

Fazi stazzjonarja

L-imgieba taz-Zamma tas-sustanzi mahlula fid-determinazzjoni ta’ I-HPLC hija dipendenti hafna fuq it-tip, il-
kwalita u l-istorja tal-fazi stazzjonarja. Tistax tintuza kolonna ghas-separazzjoni tal-preservattivi li jkunu
geghdin jigu ezaminati, tista’ tkun konkluza mir-rizultati miksuba ghas-soluzzjonijiet standard (ara r-rimarki
6.2.3). Flimkien mal-materjal ta’ l-ippakkjar tal-kolonna proposta, instab li I-Hypersil ODS u z-Zorbax ODS

kienu wkoll tajbin.

Inkella, il-kompozizzjoni tal-fazi mobbli rakkommandata tista’ tkun imtejba sabiex tinkiseb is-separazzjoni
mehtiega.

Detection wavelength

Test ta’ awsteritd fuq il-metodu deskritt wera li bidla zghira fid-detection wavelength jista’® jkollha effett
sinnifikanti fuq ir-rizultati tad-determinazzjoni.

Ghalhekk, dan il-parametru ghandu jigi ikkontrollat sewwa waqt l-analizi.

() 1SO 5725
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10.3. Interferenzi
Taht il-kondizzjonijiet deskritti fdan il-metodu hafna kompozizzjonijiet ohra, bhal priservattivi u addittivi
kosmeti¢ci huma wkoll eluzjonati. Il-hinijiet ta’ zamma ta’ numru kbir ta’ preservattivi msemmija fl-Anness VI
tad-Direttiva tal-Kunsill dwar prodotti kosmeti¢ci huma elenkati fi: N. de Kruijf, M. A. H. Rijk, A. Prinato-
Soetardhi u A. Schouten (1989). Determinazzjoni ta’ priservattivi fi prodotti kosmetici II: Identifikazzjoni
kromatografika tal-likwidu ta’ rendiment gholi (J. Chromatography 469, 317-398).
10.4. Biex tipprogetta l-kolonna analitika tista’ tintuza kolonna gwida xierqa.
10.5. Il-metodu gie investigat fi prova kollaborattiva li fiha hadu sehem disa’ laboratorji. Gew analizzati tliet
kampjuni. It-tabella segwenti fiha, ghal kull wiched mit-tliet kampjuni, il-mezzi £% m/m (m), ripetibilitajiet (r),
riproducibilitajiet (R) misjuba ghall-analytes li kien fihom:
Sample 2-Fel;01)§)yletha- ! -I;)ear;?);)_f g]r © | Methylparaben | Ethylparaben | Propylparaben | Butylparaben | Benzylparaben
Vitamin cream 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
Vanishing cream 1,196 0,266 0,076
0,040 0,003 0,002
0,147 0,022 0,004
Massage cream 0,806 0,180 0,148 0,152
0,067 0,034 0,013 0,015
0,112 0,078 0,012 0,016




