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SIODMA DYREKTYWA KOMISJI 96/45/WE
z dnia 2 lipca 1996 r.
odnoszjca si¢ do metod analizy niezbednych do kontroli skladu produktéw kosmetycznych

(Tekst majacy znaczenie dla EOG)

KOMISJA WSPOLNOT EUROPEJSKICH,
uwzgledniajgc Traktat ustanawiajacy Wspdlnote Europejska,

uwzgledniajac dyrektywe Rady 76/768[EWG z dnia 27 czer-
wca 1976 r. w sprawie zblizenia ustawodawstw Panstw Czlon-
kowskich odnoszacych si¢ do produktéw kosmetycznych (),
ostatnio zmieniong dyrektywa Komisji 95/34/WE (3), w szcze-
g6lnoici jej art. 8 ust. 1,

a takze majac na uwadze, co nastgpuje:

dyrektywa 76/768/EWG przewiduje urzedowe badanie produk-
téw kosmetycznych majace na celu zapewnienie, ze spelnione
zostaly warunki ustanowione przez przepisy wspdlnotowe do-
tyczace skladu produktéw kosmetycznych;

wszelkie niezbedne metody analizy muszg zosta¢ ustanowione
mozliwie szybko; niektére metody zostaly juz przyjete w
dyrektywie Komisji () 80/1335/EWG, zmienionej dyrektywa
87/143[EWG (%), dyrektywa Komisji (°) 82/434/EWG, zmienio-
nej dyrektywa 90/207/EWG () i dyrektywami Komisji
83/5T4[EWG (),  85/490[EWG (),  93/73EWG () i
95/32WE (*%);

identyfikowanie i oznaczanie w produktach kosmetycznych 2-
fenoksyetanolu, 1-fenoksypropan-2-olu, 4-hydroxybenzoesanow
metylu, etylu, propylu, butylu i benzylu stanowig siédmy etap;

srodki przewidziane w niniejszym rozporzadzeniu sa zgodne z
opiniag Komitetu ds. Dostosowania Dyrektywy (EWG) 76/768
dotyczacej postepu technicznego,

PRZYJMUJE NINIEJSZA DYREKTYWE:

Artykut 1

Pafistwa Czlonkowskie podejmuja wszelkie niezbedne dzialania
dla zapewnienia, zZe podczas urzgdowego badania produktow

) Dz.U.L 262 z 7.9.1976, str. 169.
) Dz.U.L 167 z 18.7.1995, str. 19.
) Dz.U. L 383 z 31.12.1980, str. 27.
) Dz.U.L 57 z 27.2.1987, str. 56.

) Dz.U. L 185 z 30.6.1982, str. 1.

) Dz.U. L 108 z 28.4.1990, str. 92.
) Dz.U.L 291 z 24.10.1983, str. 9.
) Dz.U.L 295z 7.11.1985, str. 30.
) Dz.U.L 231 z 14.9.1983, str. 34.
0

kosmetycznych, identyfikowanie i oznaczanie 2-fenoksyetanolu,
1-fenoksypropan-2-olu, 4-hydroksybenzoesanéw metylu, etylu,
propylu, butylu i benzylu jest przeprowadzane zgodnie z
metodami opisanymi w zalaczniku.

Artykut 2

1. Panstwa Czlonkowskie wprowadza w zycie przepisy usta-
wowe, wykonawcze i administracyjne niezbedne do wykonania
niniejszej dyrektywy najpdzniej do dnia 30 wrzesnia 1997 r. i
niezwlocznie powiadomia o tym Komisje.

2. Przepisy przyjete przez Panstwa Czlonkowskie zawieraja
odniesienie do niniejszej dyrektywy lub odniesienie takie towa-
rzyszy ich urzedowej publikacji. Metody dokonywania takiego
odniesienia sg okreslane przez Pafistwa Czlonkowskie.

3. Panstwa Czlonkowskie przekaza Komisji teksty przepisow
prawa krajowego, przyjetych w dziedzinach objetych niniejszg
dyrektywa.

Artykut 3

Niniejsza dyrektywa wchodzi w zycie dwudziestego dnia po jej
opublikowaniu w Dzienniku Urzgdowym Wspdlnot Europejskich.

Artykut 4

Niniejsza dyrektywa skierowana jest do Panstw Czlonkowskich.
Sporzadzono w Brukseli, dnia 2 lipca 1996 r.
W imieniu Komisji

Emma BONINO

Czlonek Komisji
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ZALACZNIK

IDENTYFIKOWANIE I OZNACZANIE 2-FENOKSYETANOLU, I-FENOKSYPROPAN-2-OLU, 4-HYDROKSYBEN-
ZOESANOW METYLU, ETYLU, PROPYLU, BUTYLU I BENZYLU W PRODUKTACH KOSMETYCZNYCH

A. IDENTYFIKOWANIE

3.1.

3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

3.8.

3.9.

3.10.

Przedmiot i zakres stosowania
W metodzie okresla si¢ procedure TLC, ktéra w polaczeniu z metodg oznaczania opisang w sekcji B, pozwala
na identyfikowanie 2-fenoksyetanolu, l-fenoksypropan-2-olu, 4-hydroksybenzoesanu metylu, 4-hydroksyben-

zoesanu etylu, 4-hydroksybenzoesanu propylu, 4-hydroksybenzoesanu butylu i 4-hydroksybenzoesanu benzylu
w produktach kosmetycznych.

Zasada

Srodki konserwujace ekstrahuje si¢ acetonem z zakwaszonej probki kosmetyku. Po przesaczeniu roztwor
acetonowy miesza si¢ z woda i w $rodowisku alkalicznym kwasy tluszczowe zostaja stracone w postaci soli
wapnia. Alkaliczng mieszaning aceton/woda ckstrahuje si¢ eterem dietylowym w celu usunigcia substancji
lipofilowych. Po zakwaszeniu $rodki konserwujace ekstrahuje si¢ eterem dietylowym. Probke ekstraktu w
eterze dietylowym nanosi si¢ na plytke do chromatografii cienkowarstwowej pokryta zelem krzemionkowym.

Po rozwinigciu chromatogram otrzymany na plytce obserwuje sie w $wietle UV i wywoluje uzywajac
odczynnika Millona.

Odczynniki
Ogélne

Wszystkie uzywane odczynniki posiadajg czysto$¢ analityczng. Woda jest woda destylowang lub wodg co
najmniej réwnej czystosci.

Aceton

Eter dietylowy

n-Pentan

Metanol

Kwas octowy, lodowaty

Kwas solny, roztwor ¢(HCl) = 4 mol/l
Wodorotlenek potasu, roztwér ¢(KOH) = 4 mol/l.
2-hydrat chlorku wapnia (CaCl, H,0)

Odczynnik wywotujacy: odczynnik Millona

Odczynnik Millona [azotan rteci (I)] to fabrycznie przygotowany roztwor, dostgpny w handlu (Fluka 69820).

. 2-Fenoksyetanol

. |-Fenoksypropan-2-ol

. 4-Hydroksybenzoesan metylu (metyloparaben)

. 4-Hydroksybenzoesan etylu (etyloparaben)

. 4-Hydroksybenzoesan n-propylu (propyloparaben)
. 4-Hydroksybenzoesan n-butylu (butyloparaben)

. 4-Hydroksybenzoesan benzylu (benzyloparaben)

. Roztwory odniesienia

Przygotowaé 0,1 % (m/V) roztwory wszystkich substancji odniesienia z ppkt 3.11, 3.12, 3.13, 3.14, 3.15,
3.16, i 3.17 w metanolu.

. Rozpuszczalnik rozwijajacy

Zmieszaé 88 objetosci n-pentanu (ppkt 3.4) z 12 objetoSciami kwasu octowego lodowatego (ppkt 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.

Aparatura

Standardowe wyposazenie laboratoryjne oraz:

taznia wodna, z mozliwoScia utrzymania temperatury 60 °C
Komora chromatograficzna (nie wylozona bibulg filtracyjna)
Zrodio $wiatta ultrafioletowego, 254 nm

Plytki do chromatografii cienkowarstwowej, 20 cm x 20 cm, pokryte fabrycznie 0,25 mm warstwa Zzelu
krzemionkowego 60 F254ze strefg nanoszenia (Merck nr 11798 lub réwnowazne)

Suszarka z mozliwo$cig utrzymania temperatury 105 °C
Suszarka do suszenia wloséw gorgcym powietrzem

Wehiany walek do malowania, dlugo$¢ okoto 10 c¢m, $rednica zewngtrzna okoto 3,5 cm. Grubo§¢ weknianej
warstwy powinna wynosi¢ 2-3 mm. Jezeli konieczne nalezy przyciaé welniana warstwe.

(patrz uwaga w ppkt 5.2)
50 ml szklana rurka z gwintowanym korkiem

Plytka ogrzewana elektrycznie z termostatyczng kontrolg temperatury. Nastawienie temperatury okoto 80 °C.
Plytka grzejna jest pokryta plytka aluminiowa o wymiarach 20 cm x 20 cm i o grubosci 6 mm, dla
uzyskania réwnomiernego rozprowadzania ciepla.

Procedura
Przygotowanie probki

Odwazy¢ okoto | g probki w 50 ml szklanej rurce z gwintowanym korkiem (ppkt 4.8.). Dodaé cztery krople
roztworu kwasu solnego (ppkt 3.7.) i 40 ml acetonu.

Do produktéw kosmetycznych silnie alkalicznych, takich jak mydlo toaletowe, dodaje 20 kropli roztworu
kwasu solnego. Zamknal rurke, tagodnie ogrzewal mieszaning do okolo 60 °C dla ulatwienia ekstrakgji
srodkéw konserwujgcych do fazy acetonowej i wytrzgsaé energicznie przez jedna minute.

Zmierzy¢ pH roztworu papierkiem wskaznikowym pH i dostosowaé kwas solny do pH < 3. Wytrzasal
energicznie ponownie przez jedna minutg.

Schtodzi¢ roztwér do temperatury pokojowej i przesaczy¢ przez bibule filtracyjng do kolby stozkowej.
Przenies¢ 20 ml przesgczu do 200 ml kolby stozkowej, dodaé 60 ml wody i wymieszaé. Doprowadzi¢
odczyn mieszaniny do pH 10 dodajac wodorotlenek potasu (3.8.), uzywajac papierka wskaznikowego pH.

Doda¢ 1 g 2-hydratu chlorku wapnia (ppkt 3.9.) i wytrzasa¢ energicznie. Przesaczy¢ roztwér przez bibule
filtracyjna do 250 ml lejka rozdzielczego zawierajacego 75 ml eteru dietylowego i wytrzasal energicznie
przez jedna minutg. Pozostawi¢ warstwy do rozdzielenia i zebraé warstwe wodna w 200 ml kolbie stozkowej.
Doprowadzi¢ odczyn roztworu do pH okoto 2 dodajac roztwér kwasu solnego, uzywajac papierka wskazni-
kowego pH. Nastepnie doda¢ 10 ml eteru dietylowego i wytrzasaé energicznie przez jedng minutg. Pozostawi¢
do rozdzielenia warstw i przenies¢ okolo 2 ml warstwy eteru dietylowego do 5 ml fiolki na probke.

Chromatografia cienkowarstwowa (TLC)

Umiesci¢ plytke do chromatografii cienkowarstwowej (ppkt 4.4.) na ogrzewanej plytce aluminiowej (ppkt
4.9.). Nanies¢ po 10 ul kolejno wszystkich roztwordéw odniesienia (ppkt 3.18.) i 100 pl roztworu (roztworéw)
probki (probek) (ppkt 5.1.) na lini¢ poczatkowa w strefie nanoszenia na plytce do chromatografii cienkowar-
stwowej.

Jezeli jest to porzadane, mozna uzy¢ strumienia powietrza dla ulatwienia odparowania rozpuszczalnika. Zdjaé
plytke TLC z ogrzewanej plytki i pozostawi¢ do schlodzenia do temperatury pokojowej. Przenies¢ 100 ml
rozpuszczalnika rozwijajacego (ppkt 3.19.) do komory chromatograficznej (ppkt 4.2.).

Niezwlocznie umiesci¢ plytke TLC w nienasyconej komorze i rozwija¢ w temperaturze pokojowej do chwili
gdy czolo rozpuszczalnika osiggnie odleglos¢ okolo 15 c¢cm od linii bazowej. Wyjaé plytke z komory
chromatograficznej i wysuszy¢ w strumieniu goracego powietrza przy pomocy suszarki do wloséw z goracym
powietrzem.

Zbada¢ plytke w Swietle UV (ppkt 4.3.) i zaznaczy¢ polozenie plam. Ogrzewaé plytke w ciagu 30 minut w
suszarce (ppkt 4.5.) w 100 °C dla usunigcia nadmiaru kwasu octowego. Wywola¢ plamy srodkéw konserwu-
jacych na chromatogramie odczynnikiem Millona (ppkt 3.10.) przez zanurzenie walka do malowania (ppkt
4.7) w odczynniku i przesunigcie po plytce TLC do réwnomiernego nawilzenia.

Uwaga: Alternatywnie plamy mozna wywolaé przez staranne spryskanie odczynnikiem Miliona wszystkich
plam zaznaczonych w $wietle UV.

Estry kwasu 4-hydroksybenzoesowego pojawiaja si¢ jako czerwone plamy, 2-fenoksyetanol i I-fenoksypropan-
2-0l jako zélte plamy. Jednak nalezy zauwazy¢, ze sam kwas 4-hydroksybenzoesowy, ktéry moze znajdowad
si¢ w prébkach jako $rodek konserwujacy lub produkt rozkladu parabenu, pojawi si¢ réwniez jako czerwona
plama. (ppkt 7.3. 1 7.4.).
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6.  Identyfikowanie
Obliczy¢ wartosci R, dla wszystkich plam. Poréwna¢ plamy otrzymane z roztworu prébki z plamami
roztworéw odniesienia ze wzgledu na ich wartosci R, zachowanie w promieniowaniu UV i kolor po
wywolaniu. Wyciggnaé wstepne wnioski dotyczace identyfikowania $rodkéw konserwujacych.
Jezeli zachodzi przypuszczenie, ze parabeny znajduja si¢ w prébee, nalezy zastosowaé chromatografie
cieczowg HPLC opisang w sekcji B. Polaczy¢ wyniki otrzymane z TLC i wysokosprawna chromatografia
cieczowy (HPLC) dla potwierdzenia obecnosci 2-fenoksyetanolu, 1-fenoksypropan-2-olu i parabendw.

7. Uwagi

7.1.  Ze wzgledu na toksyczne dzialanie odczynnika Millona najlepszym sposobem jego stosowania jest jedna z
opisanych procedur. Spryskiwanie nie jest polecane.

7.2. Inne zwigzki zawierajgce grupy hydroksylowe moga rowniez dawaé barwne plamy z odczynnikiem Miliona.
Tablicg koloréw i wartosci R, otrzymanych dla pewnej liczby $rodkéw konserwujacych z uzyciem procedury
TLC mozna znalezé w: de Krujjf. N., Rijk M. A. H., Pranato-Soetardhi L. A. i Schouten A; Determination of
preservatives in cosmetic product I: Thin-layer chromatographic procedure¢ for the identification of preserva-
tives in cosmetic products (J. Chromatography 410, 395-411).

7.3. Wartosci R, podane w tabeli ponizej stuzg jako wskazéwka do identyfikacji plam.

Zwigzek R, x 100 Barwa

kwas 4-hydroksybenzoesowy 11 czerwona
metyloparaben 12 czerwona
etyloparaben 17 czerwona
propyloparaben 21 czerwona
butyloparaben 26 czerwona
benzyloparaben 16 czerwona
2-fenoksyetanol 29 z6lta
1 -fenoksypropan-2-ol 50 z6ha

7.4. Nie uzyskuje si¢ rozdzialu kwasu 4-hydroksybenzoesowego i metyloparabenu lub benzyloparabenu i etylopa-
rabenu. Identyfikowanie tych zwiazkéw powinno by potwierdzone przez przeprowadzenie analizy metoda
HPLC opisana w sekgji B i pordwnanie czaséw retencji otrzymanych dla prébki z czasami dla norm.

. OZNACZANIE

1. Przedmiot i zakres zastosowania
Metode t¢ stosuje si¢ do oznaczania 2-fenoksyetanolu, 1-fenoksypropan-2-olu, 4-hydroksybenzoesanu metylu,
4-hydroksybenzoesanu etylu, 4-hydroksybenzoesanu propylu, 4-hydroksybenzoesanu butylu i 4-hydroksybe-
noesanu benzylu w produktach kosmetycznych.

2. Definicje
llosci $rodkéw konserwujacych oznaczone ta metoda s3 wyrazone w procentach masowych.

3. Zasada
Probke zakwasza si¢ dodajac kwas siarkowy i nastgpnie dysperguje w mieszaninie alkoholu etylowego i wody.
Po lagodnym podgrzaniu, mieszaning filtruje si¢ w celu stopienia fazy cieklej dla poprawienia iloSciowej
ekstrakgji.
Srodki konserwujace w przesaczu oznacza si¢ metoda wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC) na
odwrdconych fazach stosujac 4-hydroksybenzoesan izopropylu jako standard wewngtrzny.

4. Odczynniki

4.1. Ogodlne
Wszystkie odczynniki musza posiadal czystos$¢ analityczng i by¢ odpowiednie do HPLC gdzie stosowne.
Woda powinna by¢ woda destylowang lub woda co najmniej réwnej czystosci.

4.2.  Alkohol etylowy, absolutny

4.3.  2-Fenoksyetanol

4.4.  l-Fenoksybenzoesan-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.

4.18.

4.19.

5.1.
5.2.
5.3.

5.4.

5.5.

4-Hydroksybenzoesan metylu (metyloparaben)
4-Hydroksybenzoesan etylu (etyloparaben)
4-Hydroksybenzoesan n-propylu (propyloparaben)
4-Hydroksybenzoesan izopropylu (izopropyloparaben)
4-Hydroksybenzoesan n-butylu (butyloparaben)
4-Hydroksybenzoesan benzylu (benzyloparaben)
Tetrahydrofuran

Metanol

Acetonitryl

Kwas siarkowy, roztwor ¢(H,SO,) = 2 mole/l
Mieszanina alkohol etylowy/woda

Zmiesza¢ dziewig¢ objetosci alkoholu etylowego (ppkt 4.2.) i jedna objetos¢ wody.
Roztwoér wewngtrznego standardu

Odwazy¢ dokladnie okolo 0,25 g izopropyloparabenu (ppkt 4.8.), przenies¢ do 500 ml kolby miarowej,
rozpusci¢ i uzupelni¢ objeto$¢ mieszaning alkohol etylowy/woda (ppkt 4.15.).

Faza ruchoma: mieszanina tetrahydrofuran/woda/metanol/acetonitryl

Zmiesza¢ 5 objetosci tetrahydrofuranu, 60 objetosci wody, 10 objetosci metanolu i 25 objetosci acetonitrylu.
Bazowy roztwér Srodkéw konserwujgcych

Do 100 ml kolby miarowej odwazy¢ dokladnie okolo 0,2 g 2-fenoksyetanolu, 0,2 g I-fenoksypropan-2-olu,
0,05 g metyloparabenu, 0,05 g etyloparabenu, 0,05 g propyloparabenu, 0,05 g butyloparabenu i 0,025 g
benzyloparabenu, rozpusci¢ i uzupelni¢ objeto$¢ mieszaning etanol/woda.

Roztwor przechowywany w lodowce jest trwaly przez jeden tydzien.

Standardowe roztwory $rodkéw konserwujacych.

Z roztworu bazowego (ppkt 4.18.) przenies¢ odpowiednio 20,00 ml, 10,00 ml, 5,00 ml, 2,00 ml i 1,00 ml
do 50-ml kolb miarowych. Do kazdej kolby dodaé po 10,00 ml roztworu wewnetrznego standardu (ppkt
4.16.) i 1,0 ml roztworu kwasu siarkowego (ppkt 4.14.) i uzupelni¢ objeto$¢ mieszaning alkohol etylowy/-
woda. Roztwory te powinny by¢ $§wiezo przygotowane.

Aparatura

Standardowe wyposazenie laboratoryjne oraz:

Laznia wodna, z mozliwoscig utrzymania temperatury 60 °C £ 1 °C.
Wysokosprawny chromatograf cieczowy z detektorem UV o dlugosci fali 280 nm
Kolumna analityczna:

Stal kwasoodporna, dlugo$¢ 25 cm, Srednica wewnetrzna 4,6 mm (lub dlugos¢ 12,5 cm, Srednica
wewnetrzna 4,6 mm) z wypeknieniem Nucleosil 5C18 lub réwnowazne (patrz ppkt 10.1).

100-ml szklane rurki z gwintowanym korkiem

Kamyki wrzenne, z karborundu, o wymiarach 2 do 4 mm lub réwnowazne

Procedura

Przygotowanie probki

. Przygotowanie prébki bez dodatku wewngtrznego standardu

Do 100 ml szklanej rurki z gwintowanym korkiem odwazy¢ okoto 1,0 g probki. Pipeta dodaé do rurki
1,0 ml roztworu kwasu siarkowego (ppkt 4.14.) i 50 ml mieszaniny alkohol etylowy/woda (ppkt 4.15.).
Doda¢ okoto 1 g kamykéw wrzennych (ppkt 5.5.), zamkna¢ rurke i wytrzasaé energicznie az do otrzymania
homogenicznej zawiesiny. Wytrzgsaé co najmniej przez jedna minutg. Umiesci¢ rurke na okres pigciu minut
w lazni wodnej (ppkt 5.1.) utrzymywanej w temperaturze 60 °C + 1 °C dla ulatwienia ekstrakcji Srodkéw
konserwujacych do fazy etanolowej.

Niezwlocznie schlodzi¢ rurke w strumieniu zimnej wody i przechowywac ekstrakt w lodéwce przez jedng
godzing. Przesaczy¢ ekstrakt przez bibule filtracyjna. Przenies¢ okoto 2 ml przesacza do 5 ml fiolki na
prébke. Ekstrakty nalezy przechowywaé w lodéwee i oznaczy¢ sklad metoda HPLC w ciagu 24 godzin.
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6.1.2.

6.2.

6.2.2.

Przygotowanie prébki z dodatkiem wewngtrznego standardu

Do 100-ml szklanej rurce z gwintowanym korkiem odwazy¢ z dokladnoscig do trzeciego miejsca dziesiet-
nego 1,0 £ 0,1 g prébki.

Do rurki pipetowaé 1,0 ml roztworu kwasu siarkowego i 40,0 ml mieszaniny alkohol etylowy/woda. Dodaé
okolo 1 g kamykéw wrzennych (ppkt 5.5) i dokladnie 10,00 ml roztworu wewnetrznego standardu.
Zamkna¢ rurke i wstrzgsaé energicznie az do otrzymania homogenicznej zawiesiny. Wstrzgsaé przez co
najmniej jedng minute. Umiesci¢ rurke na okres pieciu minut w lazni wodnej utrzymywanej w temperaturze
60 °C + 1 °C w celu ulatwienia ekstrakcji Srodkéw konserwujacych do fazy etanolowe;.

Niezwlocznie schlodzi¢ rurke w strumieniu biezacej zimnej wody i przechowywac ekstrakt w lodowce przez
jedna godzing. Przesaczy¢ ekstrakt przez bibule filtracyjng.

Przenies¢ okolo 2 ml przesagcza do 5 ml fiolki na probe (roztwor testowy). Przechowywac ekstrakt w
lodéwece i wykona¢ oznaczenia metodg HPLC w ciggu 24 godzin.

Wysokosprawna chromatografia cieczowa (HPLC)

. Warunki analizy chromatograficznej

— Faza ruchoma: mieszanina tetrahydrofuran/woda/metanol/acetonitryl (ppkt 4.17)
— Szybko$¢ przeplywu: 1,5 ml/minute

— Dlugos¢ fali detekeji: 280 nm

Kalibrowanie

Wstrzykngé po 10 pl wszystkich standardowych roztworéw $rodkéw konserwujacych (ppkt 4.19.). Z
otrzymanych chromatograméw oznaczy¢ stosunki wysoko$ci szczytu standardowych roztworéw Srodkéw
konserwujacych do wysoko$ci szczytu wewnegtrznego standardu. Wykreslic krzywa dla kazdego $rodka
konserwujacego odnoszaca te stosunki do stezen roztworéw standardowych.

. Oznaczanie

Wstrzykngé po 10 pl roztworu probki bez wewngtrznego standardu (ppkt 6.1.1.) do chromatografu i
zarejestrowaé chromatogram.

Wstrzyknaé 10 pl jednego ze standardowych roztwordéw Srodkéw konserwujacych (ppkt 4.19.) i zarejestrowaé
chromatogram. Poréwna¢ otrzymane chromatogramy.

Jezeli na chromatogramie ekstraktu probki (ppkt 6.1.1.) nie ma zadnego szczytu majacego w przyblizeniu ten
sam czas retencji jak izopropyloparaben (polecany standard wewngtrzny), kontynuowaé wprowadzajac
strzykawka 10 ul roztworu probki z wewnetrznym standardem (ppkt 6.12.). Zarejestrowal chromatogram i
zmierzy¢ wysokosci szczytu.

Jezeli na chromatogramie roztworu probki wystepuje szczyt przeszkadzajacy o takim samym czasie retencji
jak izopropyloparaben, nalezy wybraé inny wewnetrzny standard.

Jezeli jeden ze $rodkéw konserwujacych poddawanych badaniu jest nieobecny na chromatogramie, ten $rodek
mozna stosowaé jako alternatywny wewnetrzny standard.

Obliczy¢ stosunki wysokosci szczytéw badanych $rodkéw konserwujacych do wysokosci szczytu wewngtrz-
nego standardu.

Upewnic si¢, ze dla roztworéw standardowych stosowanych w procedurze kalibrowania otrzymuje si¢ liniowa
zaleznos¢.

Upewni¢ si¢, ze chromatogramy otrzymane dla roztworu standardowego i roztworu probki odpowiadaja
nastepujagcym wymaganiom:

— rozdzial szczytéw najgorzej rozdziclonej pary powinien wynosi¢ co najmniej 0,90 (definicje rozdziatu
pikéw przedstawiono na rys. l).

Rozdzial szczytow (p)

p=flg

Rys. L. Rozdzial szczytow
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10.1.

10.2.

Jezeli nie uzyskano wystarczajacego rozdziatu, mozna zastosowaé zaréwno kolumne o wigkszej rozdziel-
czodci jak i poprawiaé sklad fazy ruchomej az do spelnienia wymagan.

— wspolczynniki asymetrii A wszystkich otrzymanych szczytéw znajduja si¢ w zakresie 0,9-1,5 (definicje

wspolczynnika asymetrii przedstawiono na rys. 2) Do zarejestrowania chromatogramu w celu oznaczenia
wspélezynnika asymetrii zaleca si¢ szybko$¢ przesuwu papieru co najmniej 2 cm/min.

Wspbtczynnik
asymetrii (As)

A,=b/a

o[ ) | S

Rys. 2. Wspdlczynnik asymetrii szczytu As

— Powinno si¢ otrzymacé stalg linie podstawowa.

Obliczenie

Zastosowac krzywa odwzorowania (ppkt 6.2.2.) i stosunki wysokosci szczytéw badanych srodkéw konserwu-
jacych do wysokosci szczytu wewnetrznego standardu do obliczenia st¢zenia Srodkéw konserwujacych w
roztworze probki. Obliczy¢ zawarto$¢ 2-fenoksyetanolu, I-fenoksypropan-2-olu, 4-hydroksybenzoesanu mety-
lu, 4-hydroksybenzoesanu etylu, 4-hydroksybenzoesanu propylu, 4-hydroksybenzoesanu butylu i 4-hydroksy-
benzoesanu benzylu, w, w procentach masowych (% m/m), stosujgc wzor:

bi
0/ <x7. —
wilmim) = 250 % a
w ktorym:
b. = stezenie (ug/ml) $rodka konserwujacego ,i” w roztworze badanym, odczytane z krzywej odwzorowa-
nia; oraz
a = masa (g) analizowanej probki.

Powtarzalno$¢ (')

Patrz: uwagi, ppkt 10.5.

Odtwarzalno$é (')

Patrz: uwagi, pkt 10.5.

Uwagi

Faza spoczynkowa

Zachowanie retencyjne roztworu przy oznaczaniu metoda HPLC zalezy w duzym stopniu od rodzaju,
gatunku i przygotowania fazy spoczynkowej. O tym czy kolumn¢ mozna zastosowaé do rozdziatu badanych
srodkéw konserwujacych, mozna wnioskowaé na podstawie wynikéw otrzymanych dla roztworéw standar-
dowych (patrz uwagi w ppkt 6.2.3.). Stwierdzono, ze poza proponowanymi juz materialami do wypelnienia
kolumn, réwniez Hypersil ODS i Zorbax ODS s3 odpowiednie.

Takze sklad polecanej fazy ruchomej mozna optymalizowaé w celu uzyskania wymaganego rozdzialu.

Dtugos$¢ fali detekji

Badanie chropowatosci opisanej metody wykazalo, ze niewielka zmiana w dugosci fali detekcji moze mied
znaczacy wplyw na wyniki oznaczenia.

Dlatego parametr ten musi by¢ starannie kontrolowany podczas analizy.

() 1SO 5725.
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10.3.

Zakl6cenia

W warunkach opisanych w tej metodzie wiele innych réznych zwiazkéw, takich jak Srodki konserwujace i
dodatki do kosmetykéw, ulega réwnie dobrze ecluowaniu. Czasy retencji wielu $rodkéw konserwujacych
wymienionych w zalaczniku VI do dyrektywy Rady dotyczacej produktéw kosmetycznych mozna znalezé
w: de KruijfN,, Rijk M. A. H., Pranato-Soetardhi L. A. i Schouten A. Detennination of preservatives m
cosmetic products II. Highperfonnance liquid chromatographic identification. (J. Chromatography, 1989, 469,
str. 317-398).

10.4. Do zamontowanej kolumny analitycznej mozna uzy¢ odpowiedniej kolumny zabezpieczajacej.
10.5. Metod¢ sprawdzono we wspdlnym do$wiadczeniu z udzialem dziewigciu laboratoriéw. Analizowano trzy
probki. Ponizsza tabela podaje zawartos¢ w% m/m (m), powtarzalno$¢ (r) i odtwarzalno$¢ (R) substancji
obecnych we wszystkich trzech prébkach:
) 2-fenoksyeta- | 1-enoksy-pro- lo-para- lo-para- benzylo-para-
Probka engOIs yera e;;)n-sz)iglro mety b(énpafa etylo-paraben prop)l;é)npara butylo-paraben enz;];é)npara
Krem witaminowy 1,124 0,250 0,0628 0,0310 0,0906
0,016 0,018 0,0035 0,0028 0,0044
0,176 0,030 0,0068 0,0111 0,0034
Krem nawilzajacy 1,196 0,266 0,076
0,040 0,003 0,002
0,147 0,022 0,004
Krem do masazu 0,806 0,180 0,148 0,152
0,067 0,034 0,013 0,015
0,112 0,078 0,012 0,016




