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SIEDMA SMERNICA KOMISIE 96/45/ES
z 2. jala 1996

vztahujiica sa na met6dy analyzy potrebné na kontrolu zloZenia kozmetickych vyrobkov

(Text s vyznamom pre EHP)

KOMISIA EUROPSKYCH SPOLOCENSTIEYV,
so zretelom na Zmluvu o zalozeni Eurépskeho spolocenstva,

so zretefom na smernicu Rady 76/768/EHS z 27. jula 1976
o aproximdcii pravnych predpisov ¢lenskych $tatov vztahuji-
cich sa na kozmetické vyrobky ('), naposledy zmenent
a doplnent smernicou Komisie 95/34EC (), najmd na jej
¢lanok 8 ods. 1,

kedZe smernica 76/768/EHS ustanovuje vykondvat tiradné testy
kozmetickych vyrobkov s cielom zabezpecit plnenie podmie-
nok urenych ustanoveniami spolocenstva tykajiicimi sa zloze-
nia kozmetickych vyrobkov;

kedZe by mali byt ¢o najskor urcené vietky potrebné metody
analyzy; kedZze niektoré metédy uz boli prijaté smernicami
Komisie: 80/1335/EHS (}), naposledy zmenenou a doplnenou
smernicou 87/143/EHS (%), 82/434/EHS (), naposledy zmene-
nou a doplnenou smernicou 90/207/EHS (°) a smernicami
Komisie ~ 83/514[EHS (),  85/490/EHS (),  93/73[EHS ()
a 95/32[ES (*);

kedZe zistenie pritomnosti a stanovenie obsahu 2-fenoxyetano-
lu, 1-fenoxypropan-2-olu, metylu, etylu, propylu, butylu
a benzyl 4-hydroxybenzodtu v kozmetickych vyrobkoch pred-
stavuje siedmy krok;

kedZe opatrenia ustanovené v tejto smernici si v silade so
stanoviskom Vyboru pre prisposobenie smernice 76/768/EHS
technickému pokroku,

PRJALA TUTO SMERNICU:

Cldnok 1

Clenské 3téty vykonaji vsetky potrebné opatrenia, ktorymi
zabezpecia, Ze pocas Gradnych testov kozmetickych vyrobkov

. ES L 262, 27.9.1976, s. 169.
. ESL 167, 18.7.1995,s. 19.

ES L 383, 31. 12. 1980, s. 27.
ESL 57,27.2.1987,s. 56.

. ES L 185, 30. 6. 1982, s. 1.

. ES L 108, 28. 4. 1990, s. 92.

. ES L 291, 24. 10. 1983, s. 9.

ES L 295, 7. 11. 1985, s. 30.

. ES L 231, 14. 9. 1993, s. 34.

.v.ESL 178, 28.7.1995, s. 20.
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sa zistuje pritomnost a urovanie obsahu 2-fenoxyetanolu, 1-
fenoxypropan-2-olu, metylu, etylu, propylu, butylu a benzyl 4-
hydroxybenzodtu vykondvat v sulade s metédou popisanou
v prilohe.

Cldnok 2

1. Clenské §téty prijmt zdkony, iné prévne predpisy
a spravne opatrenia potrebné na dosiahnutie siladu s touto
smernicou najneskdr 30. septembra 1997. Okamzite o tom
budt informovat Komisiu.

2. Ked clenské stity prijmii tieto ustanovenia, musia v Case
tradného uverejnenia obsahovat odkaz na tito smernicu, alebo
musia byt takymto odkazom sprevidzané. Clenské $tty prijma
postup pre zaradovanie takéhoto odkazu.

3. Clenské stity ozndmia Komisii tie ustanovenia vnitro3tat-
neho prava, ktoré prijméi v oblasti, na ktorti sa vztahuje tito
smernica.

Clanok 3

Tato smernica nadobudne u¢innost 20. deit odo dia jej
uverejnenia v Uradnom vestniku Eurdpskych spolocenstiev.

Cldnok 4
Tato smernica je adresovand clenskym Stdtom.
V Bruseli 2. jila 1996

Za Komisiu
Emma BONINO

clenka Komisie
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PRILOHA

ZISTENIE PRI’TOMNOSTI,A STANOVENIE OBSAHU 2-FENOXYETANOLU, 1-FENOXYPROPAN-2-OLU, ME-
TYL 4-HYDROXYBENZOATU, ETYL 4-HYDROXYBENZOATU, PROPYL 4-HYDROXYBENZOATU, BUTYL 4-

HYDROXYBENZOATU A BENZYL 4-HYDROXYBENZOATU V KOZMETICKYCH VYROBKOCH

A. ZISTENIE PRITOMNOSTI

3.1.

3.2
3.3.
3.4.
3.5.
3.6.
3.7.
3.8.

3.9.

Rozsah a oblast posobnosti
Tdto metdda urCuje postup chromatografie v tenkej vrstve (TLC), ktory v spojeni s metdédou stanovenia
obsahu popisanou v oddieli B, umoznuje zistit pritomnost 2-fenoxyetanolu, 1-fenoxypropan-2-olu, metyl 4-

hydroxybenzoétu, etyl 4-hydroxybenzodtu, propyl 4-hydroxybenzodtu, butyl 4-hydroxybenzodtu a benzyl 4-
hydroxybenzodtu v kozmetickych vyrobkoch.

Princip

Konzervacné latky sa extrahuji z okyslenej vzorky kozmetického vyrobku acetonom. Acetonovy roztok sa po
filtracii zmiesa s vodou a v alkalickom prostredi sa mastné kyseliny vyzrazaji vo forme soli vapnika. Alkalickd
zmes acetéonu s vodou sa extrahuje dietyléterom, ¢im sa odstrdnia lipofilické latky. Po okysleni sa konzervacné
latky extrahuji dietyléterom. Alikvotna Cast dietyléterového extraktu sa zachyti v podobe $kvin na tenkovr-

stvovej platni pokrytej silikagelom. Po vyvolani platne sa ziskany chromatogram pozoruje v ultrafialovom
svetle a zviditelni sa pomocou Millonovho ¢inidla.

Cinidld
Vseobecne

Vsetky cinidld musia mat analytickii Cistotu. Voda musi byt destilovand, alebo musi mat aspoil rovnaka
Cistotu.

Acetén

Dietyléter

n-Pentdn

Metanol

Kyselina octovd, Tadovéd

Roztok kyseliny chlorovodikovej ¢(HCL) = 4 mol/l
Roztok hydroxidu draselného ¢(KOH) = 4 mol/l

Dihydrit chloridu vdpenatého (CaCl,-2H,0)

3.10. Detekéné cinidlo: Millonovo cinidlo

Millonovo ¢inidlo (dusi¢nan ortutnaty (Il)) je priemyselne vyrdbany obchodne dostupny roztok (Fluka 69820).

3.11. 2-Fenoxyetanol

3.12. 1-Fenoxypropan-2-ol

3.13. Metyl 4-hydroxybenzodt (metylparabén)

3.14. Etyl 4-hydroxybenzodt (etylparabén)

3.15. n-Propyl 4-hydroxybenzodt (propylparabén)

3.16. n-Butyl 4-hydroxybenzodt (butylparabén)

3.17. Benzyl 4-hydroxybenzodt (benzylparabén)

3.18. Referencné roztoky

Pripravte 0,1 % (m/V) roztoky kazdej z referen¢nych latok 3.11, 3.12, 3.13, 3.14, 3.15, 3.16 a 3.17
v metanole.

3.19. Vyvoldvacie rozpustadlo

Zmicsajte 88 objemovych jednotiek n-pentdnu (3.4) s 12 objemovymi jednotkami ladovej kyseliny octovej
(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.

Pristroje

Normadlne laboratérne vybavenie a:

Vodny kiipel' schopny udrziavat teplotu 60 °C
Vyvoldvacia nddoba (nevystland filtracnym papierom)
Zdroj ultrafialového svetla, 254 nm

Tenkovrstvové platne, 20 cm x 20 cm, vopred pokryté 0,25 mm hrubou vrstvou silikagelu 60F,,,,
s koncentracnou zénou (Merck ¢. 11798, Darmstadt alebo ekvivalentnou)

Piecka schopnd udrziavat teplotu az 105 °C
Hortcovzdusny susi¢ vlasov

Vlneny maliarsky valec dlhy priblizne 10 cm, vonkajsi priemer priblizne 3,5 cm. Hribka vlnenej vrstvy musi
byt 2 az 3 mm. Ak treba, vinu zastrihnite.

Pozri pozndmku 5.2
Sklené skiimavky s objemom 50 ml a so skrutkovacim vieckom.

Elektrickd vyhrevnd platna s termostatickym reguldtorom teploty. Nastavenie teploty: asi 80 °C. Hortca platiia
musi byt zakrytd hlinikovou platfiou s rozmermi 20 ¢cm x 20 cm a hrdbkou asi 6 mm, vdaka ktorej sa ziska
rovnomerné rozloZenie tepla.

Postup
Priprava vzorky

Odvézte priblizne 1 g vzorky v 50 ml skiimavke so skrutkovacim vieckom (4.8). Pridajte Styri kvapky
roztoku kyseliny chlorovodikovej (3.7) a 40 ml aceténu.

V pripade silne zdsaditych kozmetickych vyrobkov, ako je toaletné mydlo, je potrebné pridat 20 kvapiek
roztoku kyseliny chlorovodikovej. Uzavrite skimavku, zmes pomaly ohrejte priblizne na 60 °C, ¢im ulahcite
extrakciu konzervacnych latok do aceténovej fizy a mindtu silno traste.

Zmerajte pH roztoku lakmusovym papierom a pomocou roztoku kyseliny chlorovodikovej upravte pH
roztoku na hodnotu < 3. Znova mindtu silno traste.

Ochladte roztok na izbovii teplotu a prefiltrujte ho cez filtracny papier do kuZelovej banky. Preneste 20 ml
filtrdtu do 200 ml kuzelovej banky, pridajte 60 ml vody a premiesajte. Pomocou hydroxidu draselného (3.8)
upravte pH roztoku priblizne na hodnotu 10 a pouzite pritom lakmusovy papier.

Pridajte 1 g dihydratu chloridu vdpenatého (3.9) a silno potraste. Prefiltrujte roztok cez filtraény papier do
250 ml separacného lievika, ktory obsahuje 75 ml dietyléteru a mindtu silno traste. Pockajte, kym sa fézy
separujii a odoberte vodnd vrstvu do 200 ml kuzelovej banky. Pomocou roztoku kyseliny chlorovodikovej
upravte pH roztoku priblizne na hodnotu 2 a pouzite pritom lakmusovy papier. Potom pridajte 10 ml
dietyléteru a mindtu silno traste. Pockajte, kym sa fzy separujii a preneste priblizne 2 ml z dietyléterovej
vrstvy do flasticky na vzorky s objemom 5 ml.

Chromatografia v tenkej vrstve (TLC)

Polozte TLC platiiu (4.4) na ohriatu hlinikova platiiu (4.9). Nalejte 10 pl z kazdého z referen¢nych roztokov
(3.18) a 100 pl roztoku (roztokov) vzorky (5.1) na Startovi ¢iaru v koncentraénej zéne TLC platne.

Ak sa to vyzaduje, je mozné kvoli ulahceniu odparovania rozputstadla pouzit prid vzduchu. Vezmite TLC
platiiu z ohrievacej platne a nechajte ju vychladnit na izbova teplotu. Preneste 100 ml vyvoldvacicho
rozpustadla (3.19) do vyvoldvacej nadoby (4.2).

Rychlo vlozte TLC platiiu do nenasytenej komory a vyvolavajte pri izbovej teplote dovtedy, kym sa celo
rozpustadla neposunie do vzdialenosti asi 15 cm od Startovej Ciary. Vyberte platiu z vyvoldvacej nddoby
a vysuste ju v pride horticeho vzduchu pomocou horticovzdusného susica na vlasy.

Preskiimajte platiiu v ultrafialovom svetle (4.3) a vyznacte polohu $kvin. Ohrievajte platiiu 30 mint v piecke
(4.5) pri teplote 100 °C, ¢im sa odstrdni nadbytocnd kyselina octovd. Zviditelnite konzervacné litky na
chromatograme pomocou Millonovho ¢inidla (3.10) tak, Ze ponorite maliarsky valec (4.7) do cinidla
a prechddzate nim po TLC platni, kym sa rovnomerne nenavlhéi.

Pozndmka: Skvrny je mozné alternativne zviditelnit opatrnym kvapnutim jednej kvapky Millonovho ¢nidla na
kazda zo skvin vyznaCent v ultrafialovom svetle.

Estery kyseliny 4-hydroxybenzoovej sa javia ako cervené skvrny, 2-fenoxyetanol a 1-fenoxypropan-2-ol ako
zlté skvrny. Zapamitajte si vsak, Ze samotnd kyselina 4-hydroxybenzoovd, ktord moze byt pritomnd vo
vzorkdch ako konzervacnd ldtka alebo ako produkt rozkladu parabénov, sa tieZ moze javit ako cervend
Skvrna. Pozri 7.3 a 7.4.
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7.2.

7.3.

7.4.

4.2.
4.3.
4.4.

Zistenie pritomnosti

Pre kazda $kvrnu vypocitajte hodnotu R. Porovnajte $kvrny ziskané z roztoku vzorky so $kvrnami ziskanymi
z referencnych roztokov vzhladom na ich hodnoty R, ich sprdvanie v ultrafialovom Ziareni a farbu po
zviditelneni. Sformulujte predbezné zdvery o identite konzerva¢nych latok.

Ak sa ukazuje, Ze v roztoku sd pritomné parabény, mal by sa vykonat postup HPLC popisany v oddieli B.
Kvoli potvrdeniu pritomnosti 2-fenoxyetanolu, 1-fenoxypropan-2-olu a parabénov spojte vysledky metody
chromatografie v tenkej vrstve (TLC) a metddy vykonnej kvapalinovej chromatografie (HPLC).

Pozndmky

V dosledku toxicity Millonovho cinidla je najlepsie aplikovat toto ¢inidlo jednym z popisanych postupov.
Neodporica sa rozpraovat ho.

Aj iné zliceniny obsahujice hydroxylové skupiny sa mozu pri reakcii s Millonovym c¢inidlom sfarbovat.
Tabulku farieb a hodnot R, ziskanych TLC postupom pre nicktoré konzervacné litky je mozné ndjst
v publikdcii: N. de Kruijf, M. A. H. Rijk, L. A. Pranato-Soetardhi a A. Schouten (1987): Stanovenie obsahu
konzerva¢nych latok v kozmetickych vyrobkoch I: Postup chromatografie v tenkej vrstve pre potreby zistenia
pritomnosti konzerva¢nych latok (Chromatografia - J. Chromatography 410, 395-411).

Hodnoty R, uvedené v nasledujiicej tabulke slizia ako indikdcia hodnot, ktoré je mozné ziskat:

Zlicenina hR, Farba
kyselina 4-hydroxybenzoové 11 Cervend
Metylparabén 12 Cervend
Etylparabén 17 Cervend
Propylparabén 21 Cervend
Butylparabén 26 Cervend
Benzylparabén 16 Cervend
2-fenoxyetanol 29 zlta
1-fenoxypropan-2-ol 50 7ltd

Medzi kyselinou 4-hydroxybenzoovou a metylparabénom alebo medzi benzylparabénom a etylparabénom
nepride k separdcii. Pritomnost tychto zlic¢enim by sa mala potvrdit pomocou metédy HPLC popisanej
v oddieli B a porovnanim dob zadrzania ziskanych zo vzorky s dobami zadrzania ziskanymi zo Standardnych
roztokov.

. URCENIE OBSAHU

Rozsah a oblast posobnosti

T4dto metdda uruje postup stanovenia obsahu 2-fenoxyetanolu, 1-fenoxypropan-2-olu, metyl 4-hydroxyben-
zoatu, etyl 4-hydroxybenzodtu, propyl 4-hydroxybenzoatu, butyl 4-hydroxybenzodtu a benzyl 4-hydroxyben-
zodtu v kozmetickych vyrobkoch.

Definicia

Mnozstva konzervaénych litok stanovené touto metédou st vyjadrené v hmotnostnych percentich.

Princip

Vzorka sa okysli pridanim kyseliny sirovej a potom sa rozptyli v zmesi etanolu a vody. Po pomalom ohriat{
tejto zmesi na teplotu, pri ktorej sa roztopi fdza lipidov, ¢im sa podpori kvantitativna extrakcia, sa zmes
prefiltruje.

Mnozstvo konzervacnych latok vo filtrite sa stanovi metédou HPLC s obrdtenou fizou, pricom ako vnitorny
Standardny roztok sa pouzije izopropyl 4-hydroxybenzodt.

Cinidl4

Vseobecne

Vsetky ¢inidld musia mat analyticka Cistotu a podla potreby musia byt vhodné pre metédu HPLC. Voda musi
byt destilovand, alebo musi mat aspon rovnaki Cistotu.

Etanol, absolitny
2-fenoxyetanol

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.

4.18.

4.19.

5.1.
5.2.
5.3.

5.4.
5.5.

Metyl 4-hydroxybenzodt (metylparabén)

Etyl 4-hydroxybenzodt (etylparabén)

n-Propyl 4-hydroxybenzoét (propylparabén)
Izopropyl-4-hydroxybenzodt (izopropylparabén)
n-Butyl 4-hydroxybenzodt (butylparabén)
Benzyl 4-hydroxybenzodt (benzylparabén)
Tetrahydrofurdn

Metanol

Acetonitril

Roztok kyseliny sirovej ¢(H,SO,) = 2 mol/l
Zmes etanolu a vody

Zmiesajte 9 objemovych jednotiek etanolu (4.2) a 1 objemovi jednotku vody.
Vndtorny Standardny roztok

Presne odvézte priblizne 0,25 g izopropylparabénu (4.8), preneste ho do 500 ml odmernej banky, rozpustite
a dopliite do plného objemu zmesou etanolu a vody (4.15).

Mobilnd fdza: zmes tetrahydrofurdnu, vody, metanolu a acetonitrilu

Zmiesajte 5 objemovych jednotiek tetrahydrofurdnu, 60 objemovych jednotiek vody, 10 objemovych
jednotiek metanolu a 25 objemovych jednotiek acetonitrilu.

Zasobny roztok konzervacnej latky

Presne odvazte priblizne 0,2 g 2-fenoxyetanolu, 0,2 g 1-fenoxypropdn-2-olu, 0,05 g metylparabénu, 0,05 g
etylparabénu, 0,05 g propylparabénu, 0,05 g butylparabénu a 0,025 g benzylparabénu v 100 ml odmernej
banke, rozpustite a dopliite do plného objemu zmesou etanolu a vody.

Roztok ulozeny v chladnicke zostane ustdleny jeden tyzder.

Standardné roztoky konzervacnych ldtok

Preneste postupne 20,00 ml, 10,00 ml, 5,00 ml, 2,00 ml a 1,00 ml zisobného roztoku (4.18) do 50 ml
odmernych banick. Do kazdej odmerky pridajte 10,00 ml vnitorného Standardného roztoku (4.16) a 1,0 ml
roztoku kyseliny sirovej (4.14) a doplite do plného objemu zmesou etanolu a vody. Tieto roztoky by mali
byt Cerstvo pripravené.

Pristroje

Normélne laboratérne vybavenie a:

Vodny kipel schopny udrziavat teplotu 60 °C + 1 °C.

Vykonny kvapalinovy chromatograf s detektorom ultrafialového Ziarenia, vinovd dfzka 280 nm

Analyticky stlpec:

Nerezova ocel, 25 c¢m x vndtorny priemer 4,6 mm (alebo 12,5 cm x vndtorny priemer 4,6 mm) plnend
Nucleosilom 5C18 alebo ekvivalentnou latkou (pozri 10.1)

100 ml sklené skimavky so skrutkovacim vieckom

Varné kamienky, karborundum, velkost 2 az 4 mm, alebo ekvivalentné

Postup

Priprava vzorky

. Priprava vzorky bez pridania vnitorného Standardného roztoku

Odvézte priblizne 1,0 g vzorky v 100 ml skiimavke so skrutkovacim vieckom. Pipetou preneste do
skiimavky 1,0 ml roztoku kyseliny sirovej (4.14) a 50,0 ml zmesi etanolu a vody (4.15). Pridajte priblizne
1 g varnych kamienkov (5.5), skimavku uzavrite a silno traste dovtedy, kym neziskate homogénnu zmes.
Traste najmenej mindtu. Kvoli ulahceniu extrakcie konzervacnych litok do etanolovej fizy vlozte skiimavku
asi na paf mindt do vodného kipela (5.1) udrziavaného na teplote 60 °C + 1 °C.

Skiimavku rychlo ochladte priadom studenej vody a extrakt uloZte na hodinu do chladnicky. Prefiltrujte
extrakt cez filtra¢ny papier. Preneste priblizne 2 ml filtrdtu do flasticky na vzorky s objemom 5 ml. Ulozte
extrakt do chladni¢ky a do 24 hodin stanovte obsah metédou HPLC.
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6.1.2.

6.2.

Priprava vzorky s pridanim vntatorného standardného roztoku

Odvézte s presnostou na tri desatinné miesta 1,0 g + 0,1 g vzorky v 100 ml skiimavke so skrutkovacim
vieckom.

Pipetou preneste do skiimavky 1,0 ml roztoku kyseliny sirovej a 40,0 ml zmesi etanolu a vody. Pridajte
priblizne 1 g varnych kamienkov (5.5) a presne 10,00 ml vnatorného Standardného roztoku. Skimavku
uzavrite a silno traste dovtedy, kym neziskate homogénnu zmes. Traste najmenej mindtu. Kvoli ulahceniu
extrakcie konzervacnych litok do etanolovej fizy vlozte skiimavku asi na paf mindit do vodného kipela
udrziavaného na teplote 60 °C + 1 °C.

Skiimavku rychlo ochladte pridom studenej vody z vodovodu a extrakt uloZte na hodinu do chladnicky.
Prefiltrujte extrakt cez filtracny papier.

Preneste priblizne 2 ml filtrdtu do flasticky na vzorky s objemom 5 ml (testovaci roztok). UloZte extrakt do
chladnicky a do 24 hodin stanovte obsah metédou HPLC.

Vykonnd kvapalinovd chromatografia (HPLC)

. Chromatografické podmienky

— Mobilnd fiza: zmes tetrahydrofurdnu, vody, metanolu a acetonitrilu (4.17)
— Prietok: 1,5 ml/minttu

— Detekend vinova dizka: 280 nm

. Kalibracia

Vstreknite 10 pl kazdého zo Standardnych roztokov konzervaénych litok (4.19). Zo ziskanych chromato-
gramov stanovte pomery vysok vrcholu od Standardnych roztokov konzervacnych latok k vyske vrcholu od
vnatorného Standardného roztoku. Nakreslite krivku kazdej konzervacnej latky vyjadrujicu vztah medzi
tymito pomermi a koncentraciami $tandardnych roztokov.

. Stanovenie obsahu

Vstreknite do chromatografu 10 pl roztoku vzorky bez vnitorného Standardného roztoku (6.1.1) a vyhotovte
chromatogram.

Vstreknite 10 pl jedného zo Standardnych roztokov konzervacnych latok (4.19) a vyhotovte chromatogram.
Porovnajte obidva ziskané chromatogramy.

Ak sa na chromatograme extraktu vzorky (6.1.1) nenachddza ziadny vrchol s priblizne rovnakou dobou
zadrzania akd md izopropylparabén (odporacany vnitorny Standardny roztok), pokracujte a vstreknite 10 pl
vzorky roztoku s vnitornym S$tandardnym roztokom (6.1.2). Vyhotovte chromatogram a odmerajte vysky
vrcholu.

Ak na chromatograme roztoku vzorky pozorujete rusivy vrchol s priblizne rovnakou dobou zadrzania akd
mé izopropylparabén, mali by ste vybrat iny vnitorny Standardny roztok.

Ak jedna zo skimanych konzervacnych litok chyba v chromatograme vzorky tito konzervacnd litka moze
byt pouzitd ako alternativny Standardny roztok.

Vypocitajte pomery vysok vrcholu od preskimanych konzerva¢nych latok k vyske vrcholu do vnitorného
standardného roztoku.

Presvedcte sa, Ze pre Standardné roztoky pouzité pocas postupu kalibrcie je odozva linedrna.

Presvedcte sa, ¢ chromatogramy ziskané pre niektory Standardny roztok a roztok vzorky splfajii tieto
poziadavky:

— separdcia vrcholu najhorsie separovanej dvojice musi byt najmenej 0,90. (Definicia separdcie vrcholu je
znézornend na Obrizku 1).

Separicia vrcholu (p)

p=flg

Obrdzok 1: Separicia vrcholu
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10.

10.1.

10.2.

Ak pozadovand separdcia nebola dosiahnut, pouzije sa citlivejsi stlpec, alebo by sa malo upravovat
zloZenie mobilnej fizy dovtedy, kym sa tito poziadavka nesplni.

— hodnota faktora asymetrie vSetkych ziskanych vrcholov As by mala byt z rozsahu od 0,9 do 1,5.
(Definicia faktora asymetrie vrcholu je zndzornend na Obrazku 2.) Kvoli vyhotoveniu chromatogramu
potrebného na ur¢enie hodnoty faktora asymetrie sa odportica nastavit rychlost posuvu zdznamového
papiera najmenej na 2 cm/mindtu.

Faktor asymetrie (A)

A,=b/a

o[ ) | S

Obrizok 2: Faktor asymetrie vrcholu

— musi sa dosiahnut stabilnd zdkladna.

Vypocet

Na vypocet koncentricie konzervacnych ltok v roztoku vzorky pouzite kalibracni krivku (6.2.2) a pomery
vySok vrcholu od preskimanych konzervacnych latok k vyske vrcholu do vnitorného $tandardného roztoku.
Vypocitajte hodnoty obsahu 2-fenoxyetanolu, 1-fenoxypropan-2-olu, metyl 4-hydroxybenzodtu, etyl 4-hydro-
xybenzodtu, propyl 4-hydroxybenzodtu, butyl 4-hydroxybenzodtu a benzyl 4-hydroxybenzoitu, w, ako
hmotnostné percentd (% m/m) pomocou vzorca:

b;

Howimim) = S

kde:
b, = koncentrdcia (ug/ml) i-tej konzervaénej litky v testovacom roztoku odéitand z kalibracnej krivky; a
a = hmotnost (g) testovacicho roztoku.

Opakovatelnost (')

Pozri pozndmky 10.5.

Reprodukovatelnost (')

Pozri pozndmky 10.5.

Pozndmky

Staciondrna fdza

Zadrziavacie sprévanie roztokov pri stanovovani obsahu metédou HPLC silne zavisi od typu, znacky
a histérie staciondrnej fizy. Zaver o tom, ¢ je mozné pouZit niektory stlpec na separdciu preskimanych
konzerva¢nych ldtok, mozno urobit na zdklade vysledkov ziskanych pre $tandardné roztoky (pozri pozndmky

v 6.2.3). Ukdzalo sa, ze okrem navrhovanych plniacich materidlov st vhodné aj Hypersil ODS a Zorbax ODS.

Kvoli dosiahnutiu pozadovanej separdcie je alternativne mozné optimalizovat odporticané zlozenie mobilnej
fazy.

Detekénd vinova dizka

Test robustnosti popisanej metddy ukdzal, Ze i velmi mald zmena detekénej vinovej dizky moze mat
vyznamny vplyv na vysledky stanovenia obsahu.

Preto sa tento parameter musi v priebehu analyzy starostlivo kontrolovat.

() 1SO 5725
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10.3.

Rusenie

Aj mnohé iné zliceniny, ako st konzervacné litky a kozmetické prisady, sa v podmienkach popisanych
N. de Kruijf, M. A. H. Rijk, L. A. Pranato-Soetardhi a A. Schouten (1989): Stanovenie obsahu konzervavén)?ch
latok v kozmetickych vyrobkoch II: Zistenie pritomnosti vykonnou kvapalinovou chromatografiou (Casopis
Chromatografia - ]. Chromatography 469, 317-398).

10.4. Je mozné pouZit vhodny ochranny stipec, ktory bude precnievat nad analytickym stlpcom..
10.5. Tato metdda bola preskimand formou spolocne vykondvanych experimentdlnych skusok, na ktorych sa
zucastnilo devat laboratérii. Boli analyzované tri vzorky. V nasledujicej tabulke st pre kazdi z troch vzoriek
uvedené zistené hodnoty koncentrdcie v % m/m (m), opakovatelnosti (r), reprodukovatelnosti (R) pre tie
analyzované latky, ktoré tieto vzorky obsahovali:
Vzorka 2-fen1(1)§7-eta- Lf;ggﬁg’: g]ro— Metyl- parabén | Etyl-parabén | Propyl-parabén | Butyl-parabén | Benzyl-parabén
Vitaminovy krém m 1,124 0,250 0,0628 0,031 0,0906
r 0,016 0,018 0,0035 0,0028 0,0044
R 0,176 0,030 0,0068 0,0111 0,0034
Cistiaci krém m 1,196 0,266 0,076
r 0,040 0,003 0,002
R 0,147 0,022 0,004
Masdzny krém m 0,806 0,180 0,148 0,152
r 0,067 0,034 0,013 0,015
R 0,112 0,078 0,012 0,016




