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KUUDES KOMISSION DIREKTIIVI 95/32/EY,

annettu 7 paivand heinikuuta 1995,

kosmeettisten valmisteiden koostumuksen tarkistamisessa tarvittavista
analyysimenetelmista

(ETA:n kannalta merkityksellinen teksti)

EUROOPAN YHTEISOJEN KOMISSIO, joka

ottaa huomioon Euroopan yhteisén perustamissopimuk-
sen,

ottaa huomioon kosmeettisia valmisteita koskevan jisen-
valtioiden lainsdddiannon lihentimisestd 27 piivini hei-
nikuuta 1976 annetun neuvoston direktiivin 76/768/
ETY(!), sellaisena kuin se on viimeksi muutettuna komis-
sion direktiivilld 94/32/EY(?), ja erityisesti sen 8 artiklan
1 kohdan,

seka katsoo, etti

direktiivissi 76/768/ETY sididetiin kosmeettisten valmis-
teiden virallisesta testaamisesta sen varmistamiseksi, ettd
kosmeettisten valmisteiden koostumusta koskevissa yhtei-
s6n sdannoksissa vahvistetut edellytykset tayttyvit,

kaikki tarvittavat analyysimenetelmit olisi vahvistettava
mahdollisimman pian; tiettyjd menetelmid on jo vahvis-
tettu komission direktiivilla 80/1335/ETY(?), sellaisena
kuin se on muutettuna direktiivilli 87/143/ETY(%),
komission direktiivilld 82/434/ETY (), sellaisena kuin se
on muutettuna direktiivilldi 90/207/ETY(¢), sekd komis-
sion direktiivilli 83/514/ETY(?), komission direktiivilld
85/490/ETY(®) ja komission direktiivilld 93/73/ETY(®),

kosmeettisten valmisteiden sisdltimin bentsoehapon, 4-
hydroksibentsoehapon, sorbiinihapon, salisyylihapon ja
propionihapon tunnistus ja madritys sekd kosmeettisten
valmisteiden sisiltiman hydrokinonin, hydrokinonin mo-
nometyylieetterin, hydrokinonin monoetyylieetterin ja
hydrokinonin monobentsyylieetterin tunnistus ja maaritys
muodostavat kuudennen vaiheen, ja

tassd direktiivissa sdddetyt toimenpiteet ovat direktiivin
76/768/ETY mukauttamista tekniikan kehitykseen kisit-
televan komitean lausunnon mukaiset,

ON ANTANUT TAMAN DIREKTIIVIN:

1 artikla

Jasenvaltioiden on toteutettava tarvittavat toimenpiteet
sen varmistamiseksi, ettd kosmeettisten valmisteiden viral-
lisen testaamisen aikana

(") EYVL N:o L 262, 27.9.1976, s. 169
(3) EYVL N:o L 181, 15.7.1994, s. 31

() EYVL N:o L 383, 31.12.1980, s. 27
() EYVL Nio L 57, 27.2.1987, s. 56

() EYVL N:o L 185, 30.6.1982, s. 1
©)
)
)
)

— bentsoehapon, 4-hydroksibentsoehapon, sorbiiniha-
pon, salisyylihapon ja propionihapon tunnistus ja
madiritys,

— hydrokinonin, hydrokinonin monometyylieetterin,

hydrokinonin monoetyylieetterin ja hydrokinonin
monobentsyylieetterin tunnistus ja maaritys

suoritetaan liitteessa esitettyjen menetelmien mukaisesti.

2 artikla

1.  Jasenvaltioiden on saatettava timin direktiivin nou-
dattamisen edellyttimit lait, asetukset ja hallinnolliset
maardykset voimaan viimeistadn 30 paivdnd syyskuuta
1996. Niiden on ilmoitettava tdstd komissiolle viipy-
mattd.

Niissid jiasenvaltioiden antamissa sdddoksissi on viitat-
tava tihdn direktiiviin tai niitd virallisesti julkaistaessa
nithin on liitettdva viittaus tihin direktiiviin. Jasenvaltioi-
den on saidettdva siitd, miten viittaukset tehddan.

2.  Jasenvaltioiden on toimitettava tdssd direktiivissd
tarkoitetuista kysmyksistd antamansa kansalliset sdan-
nokset komissiolle.

3 artikla
Tama direktiivi tulee voimaan kahdentenakymmenentend
pdivand sen jilkeen, kun se on julkaistu Euroopan ybtei-
sofen virallisessa lebdessa.

4 artikla

Tami direktiivi on osoitettu kaikille jasenvaltioille.

Tehty Brysselissd 7 pdivdani heindkuuta 1995.

Komission puolesta
Emma BONINO

Komission jdsen
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LIITE

I BENTSOEHAPON, 4-HYDROKSIBENTSOEHAPON, SORBIINIHAPON, SALISYYLIHAPON JA
PROPIONIHAPON TOTEAMINEN JA MAARITYS KOSMEETTISISTA TUOTTEISTA

1. Laajuus ja soveltamisala

Tdmi menetelmi soveltuu bentsoehapon, 4-hydroksibentsoehapon, sorbiinihapon, salisyylihapon
ja propionihapon toteamiseen ja miiritykseen kosmeettisista tuotteista. Naiden sdilontdaineiden
toteaminen, propionihapon madritys sekd 4-hydroksibentsoehapon, salisyylihapon, sorbiinihapon
ja bentsoehapon miiritys kuvataan erillisissi menettelyissa.

2. Mairitelma

Tilla menetelmilla miaritetyt bentsoehapon, 4-hydroksibentsoehapon, salisyylihapon, sorbiiniha-
pon ja propionihapon maarat ilmaistaan vapaiden happojen massaprosentteina.

A. TOTEAMINEN

1. Periaate
Siilontdaineiden happo/emisuuton jilkeen uute miiritetiin ohutkerroskromatografialla (TLC)

kayttaen levylli tapahtuvaa johdannaisten muodostamista. Toteaminen vahvistetaan tulosten
mukaan HPLC-kromatografialla tai, kun on kyse propionihaposta, kaasukromatografialla.

2. Reagenssit

2.1 Yleista

Kaikkien reagenssien tulee olla analyysilaatua. Kiytettivin veden tulee olla tislattua tai puhtau-
deltaan vihintddn sitd vastaavaa vetta.

2.2 Asetoni

2.3 Dietyylieettert

2.4 Asetonitriili

2.5 Tolueeni

2.6 n-Heksaani

2.7 Parafiini6ljy

2.8 Vetykloridihappo, 4 M

2.9 Kaliumhydroksidin vesiliuos, 4 M

2.10 Kalsiumkloridi, CaCl,-2H,0

2.1 Litiumkarbonaatti, Li,CO;
2.12 2-Bromo-2'-asetonaftoni
2.13 4-Hydroksibentsoehappo

2.14 Salisyylihappo
2.15 Bentsoehappo
2.16 Sorbiinihappo

2.17 Propionihappo
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2.18 Vertailuliuokset:

Valmistetaan kunkin siilontdaineen (2.13—2.17) 0,1-prosenttinen (m/V) dietyylieetteriliuos
(100 mg/100 ml).

2.19 Johdannaisen muodostusreagenssi:

2-Bromo-2'-asetonaftonin (2.12) 0,5-prosenttinen (m/V) livos asetonitriilissd (2.4) (50 mg/10 ml).
Tami liuos on valmistettava viikoittain ja siilytettivi jadkaapissa.

2.20 Katalyyttiliuos:

Litiumkarbonaatin (2.11) 0,3-prosenttinen (m/V) vesilinvos (300 mg/100 ml). Tami liuos on
valmistettava juuri ennen kayttoa.

2.21 Kehiteliuotin:

Tolueenin (2.5) ja asetonin (2.2) seos 20:0,5 (V/V).

2.22 Parafiinioljyn (2.7) ja n-heksaanin (2.6) seos 1:2 (V/V).

3. Laitteisto

Tavanomainen laboratoriovilineisto.

3.1 Vesihaude, jossa voidaan pitad ylld 60 °C:n limpétilaa

32 Kehityssiilié

33 Ultraviolettivaloldhde, 254 nm ja 366 nm.

34 Ohutkerroslevyjd, Kieselgel 60, ilman fluoresenssi-indikaattoria, 20 x 20 cm, kerrospaksuus

0,25 mm, vikevoitymisalueen koko 2,5 x 20 cm. (Merck 11845 tai vastaava)

3.5 Mikroruisku, 10 ul

3.6 Mikroruisku, 25 wl

3.7 Uuni, jossa voidaan pitdd ylld limpétiloja 105 °C:een asti.

3.8 Lasisia 50 ml:n koeputkia, joissa on kierrekorkki

3.9 Suodatinpaperia, halkaisija 90 mm, Schleicher & Schull, Weissband No 5892 tai vastaava

3.10 Yleiskadyttoista pH-indikaattoripaperia, pH 1—11

3.11 Lasisia § ml:n nayteampulleja

3.12 Pyorohaihdutin (Rotavapor tai vastaava)
3.13 Lampolevy

4. Menettely

4.1 Naytteen valmistelu

Punnitaan noin 1 gramma ndytettd kierrekorkilla varustettuun 50 mlin lasikoeputkeen (3.8).
Lisdtddn 4 tippaa 4 M:n vetykloridihappoa (2.8) ja 40 ml asetonia (2.2). Jos tuote on
voimakkaasti emiksinen (esimerkiksi saippua), on syyti lisitd 20 tippaa 4 M:n vetykloridihappoa
(2.8). Tarkistetaan yleisindikaattoripaperilla (3.10), etti pH on noin 2. Putki suljetaan ja sitd
ravistetaan voimakkdasti minuutin ajan. '

Tarvittaessa voidaan tehostaa siilontidaineiden uuttumista asetonifaasiin limmittdmalli seos
varovasti noin 60 °C:n lampétilaan, jotta rasvafaasi sulaa.

Liuos jadhdytetaidn huoneenlimpétilaan ja suodatetaan suodatinpaperin (3.9) lipi erlenmeyerpul-
loon.
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Siirretddn 20 ml suodosta 200 miin erlenmeyerpulloon, lisdtddn 20 ml vettd ja sekoitetaan.
Seoksen pH siddetdin noin 10:een lisiamalli 4 M:n kaliumhydroksidilivosta (2.9); pH mitataan
indikaattoripaperilla (3.10).

Lisitian 1 g kalsiumkloridia (2.10) ja ravistetaan voimakkaasti. Suodetetaan suodatinpaperin
(3.9) lapi 250 mlin erotussuppiloon, jossa on 75 ml dietyylieetterid (2.3), ja ravistetaan
voimakkaasti minuutin ajan. Annetaan seoksen asettua kerroksiksi ja lasketaan vesikerros
250 mlin erlenmeyerpulloon. Eetterikerros heitetddn pois. Vesiliuoksen pH sdadetdan 4 M:n
vetykloridihapolla (2.8) noin 2:een kiyttien apuna indikaattoripaperia (3.10). Lisdtdan 10 ml
dietyylieetterid (2.3), suljetaan pullo tulpalla ja ravistetaan voimakkaasti minuutin ajan. Kerrosten
annetaan erottua ja eetterikerros siirretddn pyorohaihduttimeen (3.12). Vesikerros heitetdan
pois.

Eetterikerros haihdutetaan lahes kuivaksi ja jiidnnos livotetaan uudelleen 1 ml:aan dietyylieetterid
(2.3). Liuos siirretdan ndayteampulliin (3.11).

4.2 Ohutkerroskromatografia

Kutakin kromatografisesti mairitettdvia vertailuainetta ja naytetta kohden pannaan noin 3 ulin
taplat litiumkarbonaattiliuosta (2.20) tasaisin vilein ruiskulla (3.5) TLC-levyn (3.4) vikevoitymi-
salueen alkuviivalle; levy kuivataan kylmissi ilmavirrassa.

TLC-levy siirretdin 40 °C:n lampdiselle lampélevylle (3.13), jotta taplit pysyisivait mahdollisim-
man pienind. Mikroruiskulla (3.5) pannaan 10 ulin tdpld kutakin vertailuliuosta (2.18) ja
ndyteliuosta (4.1) levyn aloitusviivalle tasmalleen niihin kohtiin, joihin aiemmin pantiin litiumkar-
bonaattitaplat.

Lopuksi lisatdadn 15 ul johdannaisen muodostusreagenssia (2.19) (2-bromo-2'-asetonaftoniliuos)
tismilleen kuhunkin tipldin, johon on aiemmin pantu vertailu- tai niyteliuosta ja litiumkarbo-
naattiliuosta.

TLC-levyd kuumennetaan uunissa (3.7) 80 °C:n ldmpétilassa 45 minuutin ajan.

Kun levy on jaahtynyt, se kehitetdian siiliossa (3.2), joka on saanut tasapainottua 15 minuutin
ajan (ilman suodatinpaperivuorausta), kdyttden kehiteliuotinta 2.21 (tolueeni/asetoni), kunnes
livotinrintama on edennyt 15 cm (tima voi kestdd n. 80 minuuttia).

Levy kuivataan kylmissi ilmavirrassa ja muodostuneet tiplit tutkitaan ultraviolettivalossa (3.3).
Heikkojen tiplien fluoresenssia voidaan vahvistaa kastamalla TLC-levy parafiinioljyn n-heksaani-
linokseen (2.22).

S. Toteaminen
Lasketaan kunkin tiplin Rf-arvo.

Verrataan naytteen ja vertailuliuosten tuottamia Rf-arvoja ja tiplien ulkonikod ultraviolettiva-
lossa.

Pidtellddn alustavasti, mitd sdilontdaineita niytteessi on. Tehddin B jaksossa esitetty HPLC-
madritys tai, jos on todettu propionihappoa, C jaksossa esitetty kaasukromatografinen maaritys.
Verrataan saatuja retentioaikoja vertailuliuoksilla saatuihin retentioaikoihin.

Yhdistetddn TLC-mairityksen ja HPLC- tai kaasukromatografisen mairityksen tulokset; lopulli-
nen arvio sdilontdaineiden esiintymisestd annetaan yhdistettyjen tulosten perusteella.

B. BENTSQEHAPON, 4-HYDROKSIBENTSOEHAPON, SORBIINIHAPON JA SALISYYLIHA-
PON MAARITYS

1. Periaate
Happamaksi tekemisen jilkeen niyte uutetaan etanolin ja veden seoksella. Suodattamisen jilkeen
sdilontdaineet mddritetddn suurtehonestekromatografialla (HPLC).

2. Reagenssit

2.1 Kaikkien reagenssien tulee olla analyysilaatua ja tarvittaessa HPLC-maiiritykseen soveltuvia.
Kiytettdvan veden tulee olla tislattua tai puhtaudeltaan vahintadn sita vastaavaa vetta.

2.2 Absoluuttinen etanoli

2.3 4-Hydroksibentsoehappo
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2.4 Salisyylihappo

2.5 Bentsoehappo

2.6 Sorbiinihappo

2.7 Natriumasetaatti (CH;COONa-3H,0)

2.8 Etikkahappo, d*”* = 1,05 g/ml

2.9 Asetonitriili

2.10 Rikkihappo, 2 M

2.11 Kaliumhydroksidin vesiliuos, 0,2 M

212 2-Metoksibentsoehappo

2.13 Etanolin ja veden seos:
Sekoitetaan 9 tilavuusosaa etanolia (2.2) ja 1 tilavuusosa vettd (2.1).

2.14 Sisdinen standardiliuos:
Valmistetaan liuos, jossa on noin 1 gramma 2-metoksibentsoehappoa (2.12) 500 ml:ssa etanolin
ja veden seosta (2.13).

2.15 HPLC:n liikkuva faasi

2.15.1 Asetaattipuskuri: lisitadn 1 litraan vettd 6,35 g natriumasetaattia (2.7) ja 20,0 ml etikkahappoa
(2.8) ja sekoitetaan.

2.15.2 Valmistetaan liikkkuva faasi sekoittamalla 9 tilavuusosaa asetaattipuskuria (2.15.1) ja 1 tilavuus-
osa asetonitriilia (2.9).

2.16 Sailontaaineiden varastoliuos:
Punnitaan tarkasti noin 0,05 g 4-hydroksibentsoehappoa (2.3), 0,2 g salisyylihappoa (2.4), 0,2 g
bentsoehappoa (2.5) ja 0,05 g sorbiinihappoa (2.6) 50 mlin mittapulloon, joka tdytetddn
mittatilavuuteen etanolin ja veden seoksella (2.13). Liuosta sdilytetddn jaakaapissa. Liuos sdilyy
noin viikon.

2.17 Standardisiilontiaineliuokset
Siirretaan 8,00, 4,00, 2,00, 1,00 ja 0,50 ml 2.16 kohdassa mainittua varastoliuosta viiteen
20 ml:n mittapulloon. Kuhunkin pulloon lisitian 10,00 ml sisdistd standardiliuosta (2.14) ja
0,5 ml 2 M:n rikkihappoa (2.10). Taytetadn mittatilavuuteen etanolin ja veden seoksella (2.13).
Niamad liuokset on valmistettava juuri ennen kayttoa.

3. Laitteisto
Tavanomainen laboratoriovilineisto, jota ei eritelld tarkemmin, seka lisdksi seuraavat:

3.1 Vesihaude, jonka limpétilaksi on asetettu 60 °C.

32 Suurtehonestekromatografi (HPLC), jonka ultraviolettidetektorissa on sdadettdva aallonpituus ja
jossa on 10 ulin injektiosilmukka.

3.3 Miirityskolonni:
Ruostumattomasta teriksestd tehty kromatografiakolonni, jonka pituus on 12,5—25 cm, sisdhal-
kaisija 4,6 mm ja joka on tiytetty Nucleosil SC18:lla tai vastaavalla tiytteelld.

34 Suodatinpaperi, halkaisija 90 mm, Schleicher and Schull, Weissband No. 5892 tai vastaava.

3.5

Lasisia 50 ml:n koeputkia, joissa on kierrekorkki.
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3.6 Lasisia 5 ml:n ndyteampulleja.

3.7 Karborundumkiehumakivii, koko 2—4 mm, tai vastaavia.
4. Menettely

4.1 Naytteen valmistus

411 Niytteen valmistus ilman sisdisen standardin lisdystd

Punnitaan 1 g niytetti kierrekorkilla varustettuun lasiseen 50 ml:n koeputkeen (3.5).

Pipetoidaan 1,00 ml M:n rikkihappoa (2.10) ja 40,0 ml etanolin ja veden seosta (2.13) putkeen.
Lisitddn noin 1 g kiehumakivid (3.7), suljetaan putki ja ravistetaan voimakkaasti vahintadn
minuutin ajan, kunnes syntyy homogeeninen suspensio. Sailontdaineiden uuttumista etanolifaasiin
voidaan tehostaa asettamalla koeputki 60 °C:n limpoiseen vesihauteeseen (3.1) tdsmilleen
viideksi minuutiksi.

Putki jadhdytetdan vilittomasti kylmissd juoksevassa vedessd ja uutetta pidetddn tunnin ajan
5 °C:n lampotilassa. '

Uute suodatetaan suodatinpaperin (3.4) lapi. Siirretddn noin 2 ml uutetta ndyteampulliin (3.6).
Uute sidilytetadn 5 °C:n lampotilassa ja HPLC-mairitys tehdddn 24 tunnin kuluessa valmistuk-
sesta.

4.1.2 Niytteen valmistus, kun lisitddn sisaistd standardia

Punnitaan kolmen desimaalin tarkkuudella 1 g * 0,1 g (a grammaa) niytettd kierrekorkilla
varustettuun lasiseen SO0 mlin koeputkeen (3.5). Lisdtddn pipetilld 1,00 ml 2 M:n rikkihappoa
(2.10) ja 30,0 ml etanolin ja veden seosta (2.13). Lisdtddn noin 1 g kiechumakivid (3.7) ja
10,00 ml sisdistd standardiliuosta (2.14). Putki suljetaan ja sitid ravistetaan voimakkaasti
vahintddn minuutin ajan, kunnes syntyy homogeeninen suspensio. Siilontdaineiden uuttumista
etanolifaasiin voidaan tehostaa asettamalla koeputki 60 °C:n limpoiseen vesihauteeseen (3.1)
tasmalleen viideksi minuutiksi.

Putki jazhdytetddn valictomasti kylmédssa juoksevassa vedessd ja uutetta pidetddn tunnin ajan -
§ °C:n lampétilassa.

Uute suodatetaan suodatinpaperin (3.4) ldpi. Siirretdan noin 2 ml suodosta ndyteampulliin (3.6).
Suodos sdilytetdan 5 °C:n lampotilassa ja HPLC-maaritys tehdaan 24 tunnin kuluessa valmistuk-
sesta.

4.2 Suurtehonestekromatografia (HPLC)

Liikkuva faasi: asetonitriili/asetaattipuskuri (2.15). Kolonnin lipi kulkevan liikkuvan faasin

virtausnopeudeksi asetetaan 2,0 ml/min + 0,5 ml/min. Detektorin aallonpituudeksi asetetaan
240 nm.

4.2.1 Kalibrointi

Injektoidaan 10 ul:n annos kutakin standardisiilontdainelivosta (2.17) nestekromatografiin (3.2).
Jokaisesta liuoksesta madritetdadn tutkittavien siilontdaineiden huippujen korkeuden suhde kro-
matogrammeista saatavan sisdisen standardin huipun korkeuteen. Kutakin siilontiainetta varten
piirretadn kuvaaja, joka esittdd huipun korkeussuhteen kunkin standardiliuoksen vikevyyden
funktiona.

Varmistetaan, ettd kalibroinnissa kaytettavilld vakioliuoksilla saavutetaan lineaarinen vaste.
4.2.2 Mairitys

Injektoidaan 10 ul ndyteuutetta (4.1.1) nestekromatografiin (3.2) ja tulostetaan kromatogrammi.
Injektoidaan 10 wl standardisiilontdainelivosta (2.17) ja tulostetaan kromatogrammi. Verrataan
saatuja kromatogrammeja. Jos niyteuutteesta (4.1.1) saadussa kromatogrammissa ei niyti olevan
huippua, jolla olisi suunnilleen sama retenticaika kuin 2-metoksibentsoehapolla (suositeltu
sisdinen standardi), injektoidaan nestekromatografiin 10 ul ndyteuutetta, johon on lisitty sisdistd
standardia, (4.1.2) ja tulostetaan kromatogrammi.

Jos nayteuutteen (4.1.1) kromatogrammissa havaitaan hairidhuippu, jonka retentioaika on sama
kuin 2-metoksibentsoehapon, on syyti valita jokin muu sopiva sisdinen standardi. (Jos kromato-
grammista puuttuu jokin tutkittavista sdilontdaineista, titdi voidaan kayttdd sisdisend standar-

dina.)

Varmistetaan, tdyttavatko standardiliuoksella ja niyteliuoksella saadut kromatogrammit seuraa-
vat vaatimukset:

— huonoiten erottuvan huippuparin huippujen erottuvuuden tulee olla vihintddn 0,90 (huippu-
jen erottuvuuden miiritelma on kuvassa 1).
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)

Kuva 1: huippujen erottuvuus

Jos vaadittua erottuvuutta ei saavuteta, on joko kiytettivi tehokkaampaa kolonnia tai on
muutettava liikkkuvan faasin koostumusta, kunnes vaatimus tayttyy.

— Kaikkien huippujen epasymmetrisyyskertoimen A, tulee olla 0,9—1,5. (Epasymmetrisyysker-
toimen madritelma on kuvassa 2.) Kun kromatogrammi tulostetaan epdsymmetrisyyskertoi-
men maddritystd varten, on suotavaa kayttdd paperin nopeutta, joka on vihintian 2 cm/min.

| /?’
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— '
_ Y

Kuva 2: huipun epasymmetrisyyskerroin

— perusviivan tulee olla vakaa.

5. Laskelmat

Happamien siilontiaineiden pitoisuudet niyteliuoksessa lasketaan kiyttimilld tutkittavien sii-
lontaaineiden huippujen korkeuden suhdetta 2-metoksibentsoehapon (sisdinen standardi) huipun
korkeuteen seki kalibrointikuvaajaa. Bentsoehapon, 4-hydroksibentsoehapon, sorbiinihapon ja
salisyylihapon pitoisuudet massaprosentteina (x;) lasketaan seuraavan kaavan avulla:

100-20-b b
9 = =
X% (mfm) = =6 =500 4
jossa:
b = kalibrointikuvaajasta saatu sdilontdaineen pitoisuus (ug/ml) niyteuutteessa (4.1.2)

a = ndyteannoksen (4.1.2) massa (g)
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6. Toistettavuus(')

Kun 4-hydroksibentsoehapon pitoisuus on 0,40 %, samasta niytteestd tehdyn kahden rinnakkais-
madrityksen tulosten eron ei pitdisi olla suurempi kuin 0,035 %.

Kun bentsoehapon pitoisuus on 0,50 %, samasta niytteesti tehdyn kahden rinnakkaismaarityk-
sen tulosten eron ei pitaisi olla suurempi kuin 0,050 %.

Kun salisyylihapon pitoisuus on 0,50 %, samasta niytteestid tehdyn kahden rinnakkaismaarityk-
sen tulosten eron ei pitdisi olla suurempi kuin 0,045 %.

Kun sorbiinihapon pitoisuus on 0,60 %, samasta niytteestd tehdyn kahden rinnakkaismaarityk-
sen tulosten eron ei pitiisi olla suurempi kuin 0,035 %.

7. Huomautukset
7.1 Esitetylle menetelmalle tehdyt kestdvyystestit osoittavat, ettd naytteeseen happojen uuttamiseksi

lisdttavan rikkihapon maira on kriittinen, ja kasiteltdvdn naytteen madrdd koskevia rajoja on
syytd noudattaa. :

7.2 Haluttaessa voidaan kiyttda sopivaa suojakolonnia.
C. PROPIONIHAPON MAARITYS
1. Laajuus ja soveltamisala

Tdma menetelmi soveltuu propionihapon miiaritykseen kosmeettisista tuotteista, kun sen pitoi-
suus on enintddn 2% (m/m).

2. Mairitelma

Talla menetelmalld mitattu propionihapon pitoisuus ilmaistaan massaprosentteina (% m/m)
tuotteen massasta.

3. Periaate

Tuotteesta uutettu propionihappo mairitetian kaasukromatografian avulla kiyttien 2-metyyli-
propionihappoa sisdisend standardina.

4. Reagenssit

Kaikkien reagenssien tulee olla analyysilaatua; kdytettavian veden on oltava tislattua tai laadul-
taan vastaavaa vettd.

4.1 Etanoli 96 % (V/V)

4.2 Propionihappo

4.3 2-Metyylipropionihappo

4.4 Ortofosforihappo, 10% (m/V)
4.5 Propionihappoliuos.

Punnitaan tarkasti noin 1,00 g (p grammaa) propionihappoa 50 mlin mittapulloon, joka
taytetddn mittatilavuuteen etanolilla (4.1).

4.6 Sisdinen standardiliuos.

Punnitaan tarkasti noin 1,00 g (e grammaa) 2-metyylipropionihappoa 50 ml:n mittapulloon, joka
tdytetddn mittatilavuuteen etanolilla (4.1).

(1) 1SO 5725
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S. Laitteisto
51 Tavanomainen laboratoriovilineisto seka lisaksi:
52 Kaasukromatografi, jossa on liekki-ionisaatiodetektori
53 Lasinen koeputki (20 x 150 mm), jossa on kierrekorkki
54 Vesihaude, jonka limpétila on 60 °C
5.5 Lasinen 10 ml:n ruisku, jossa on suodatinkalvo (huokoskoko: 0,45 um)
6. Menettely
6.1 Naiytteen valmistus
6.1.1 Niytteen valmistus ilman sisiistd standardia
Lasiseen koeputkeen (5.3) punnitaan noin 1 g ndytetta. Lisitdan 0,5 ml fosforihappoa (4.4) ja
9,5 ml etanolia (4.1).
Suljetaan putki ja ravistetaan sitd voimakkaasti. Tarvittaessa putki pannaan 60 °C:n limpoiseen
vesihauteeseen (5.4) viideksi minuutiksi, jotta rasvafaasi liukenee tdydellisesti. Jadhdytetddan
nopeasti juoksevassa vedessd. Osa liuosta suodatetaan kalvosuodattimen (5.5) lapi. Kromatogra-
finen madritys on tehtivi suodoksesta saman piivan kuluessa.
6.1.2 Naiytteen valmistus, kun lisdtaidn sisdistd standardia
Lasiseen koeputkeen (5.3) punnitaan kolmen desimaalin tarkkuudella 1 g + 0,1 g (a grammaa)
néytettd. Lisdtadn 0,5 ml fosforihappoa (4.4), 0,50 ml sisdisti standardilivosta (4.6) ja 9 ml
etanolia (4.1).
Suljetaan putki ja ravistetaan sitd voimakkaasti. Tarvittaessa putki pannaan 60 °C:n lampdiseen
vesihauteeseen (5.4) viideksi minuutiksi, jotta rasvafaasi liukenee tdydellisesti. Jaahdytetdan
nopeasti juoksevassa vedessi. Osa liuosta suodatetaan kalvosuodattimen (5.5) lipi. Kromatogra-
finen miiritys on tehtivd suodoksesta saman piivin kuluessa.
6.2 Kaasukromatografiaolosuhteet
Suositeltavat olosuhteet ovat seuraavat:
Kolonni
- Laji ruostumaton teras
Pituus 2m
Halkaisija 1/8"
Tayte 10% SP™ 1000 (tai vastaava) + 1% H;PO, Chromosorb WAW:ssi
(100—120 mesh)
Lampétila
Injektori 200 °C
Kolonni 120 °C
Detektori 200 °C
Kantajakaasu typpi
Virtausnopeus 25 ml/min
6.3 Kromatografia
6.3.1 Kalibrointi

Siirretdan pipetilla 0,25, 0,50, 1,00, 2,00 ja 4,00 ml propionihappoliuosta (4.5) viiteen 20 ml:n
mittapulloon. Siirretidn kuhunkin mittapulloon pipetilld 1,00 mi sisdistd standardiliuosta (4.6);
pullot tiytetiin mittatilavuuteen etanolilla (4.1) ja sekoitetaan. Niin valmistetut liuokset
sisaltavat sisdisend standardina e mg/ml (so. 1 mg/ml, jos e = 1,000) 2-metyylipropionihappoa ja
p/4, p/2, p, 2p ja 4p mg/ml (so. 0,25, 0,50, 1,00, 2,00 ja 4,00 mg/ml, jos p = 1,000)
propionihappoa.

Injektoidaan 1 ul kutakin niistd liuoksista ja piirretddn niitd vastaava kalibrointikuvaaja siten,
ettd x-akselin arvot ilmaisevat propionihapon ja 2-metyylipropionihapon massojen suhteen ja
y-akselin arvot ilmaisevat vastaavien huippujen pinta-alojen suhteen.
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7.1

7.2

I

Kutakin livosta injektoidaan kolme kertaa, ja niistd lasketaan huippujen pinta-alasuhteen
keskiarvo.

Mairitys

Injektoidaan 1 pl ndytesuodosta (6.1.1). Verrataan kromatogrammia standardiliuoksen (6.3.1)
kromatogrammiin. Jos huipun retentioaika on suunnilleen sama kuin 2-metyylipropionihapolla,
on kiytettivd jotakin muuta sisdistd standardia. Jos paillekkaisyyksid ei esiinny, ruiskutetaan
1 wl niytesuodosta (6.1.2) ja mitataan propionihapon huipun ja sisdisen standardin huipun
pinta-alat.

Kutakin liuosta injektoidaan kolme kertaa, ja niistd lasketaan huippujen pinta-alasuhteen
keskiarvo.

Laskelmat

Miiritetddn 6.3.1 kohdassa saadusta kalibrointikuvaajasta 6.3.2 kohdassa laskettua huippujen
pinta-alasuhdetta vastaava massasuhde (K).

Niin saadusta massasuhteesta lasketaan niytteen propionihappopitoisuus (X) massaprosentteina
seuraavan kaavan avulla:

0,5-100-e=Ke

x % (m/m) = K 0.2 a

jossa K = suhde, joka saatiin 7.1 kohdassa

o
1}

4.6 kohdassa punnitun sisdisen standardin massa grammoina

a 6.1.2 kohdassa punnitun naytteen massa grammoina

n

Tulokset py6ristetadn yhteen desimaaliin.

Toistettavuus(')

Kun propionihapon pitoisuus on 2 % (m/m), samasta naytteesta tehdyn kahden rinnakkaismaari-
tyksen tulosten eron ei pitdisi olla suurempi kuin 0,12 %.

HYDROKINONIN, HYDROKINONIN MONOMETYYLIEETTERIN, HYDROKINONIN MO-
NOETYYLIEETTERIN JA HYDROKINONIN MONOBENTSYYLIEETTERIN TOTEAMINEN JA

MAARITYS KOSMEETTISISTA TUOTTEISTA

TOTEAMINEN

Laajuus ja soveltamisala
Tiassi menetelmdssa kuvataan hydrokinonin, hydrokinonin monometyylieetterin, hydrokinonin

monoetyylieetterin ja hydrokinonin monobentsyylieetterin (monobentsonin) toteaminen ja maari-
tys ihon vaalentamiseen tarkoitetuista kosmeettisista tuotteista

Periaate

Hydrokinoni ja sen eetterit todetaan ohutkerroskromatografialla (TLC).

Reagenssit

Kaikkien reagenssien tulee olla analyysilaatua.

(') ISO 5725
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3.1

3.2

3.3

3.4

3.5

3.6

3.7

3.8

3.9

3.10

311

3.111

3.11.2

3.11.3

3.114

3.12

3.13

3.14

3.15

3.16

3.16.1

3.16.2

Etanoli, 96 % (V/V)
Kloroformi
Dietyylieetteri

Kehiteliuotin:

kloroformi/dietyylieetteri, 66:33 (V/V)
Ammoniakki, 25 % (m/m) (d% = 0,91 g/ml)
Askorbiinihappo

Hydrokinoni

Hydrokinonin monometyylieetteri

Hydrokinonin monoetyylieetteri

Hydrokinonin moncbentsyylieetteri (monobentsoni)

Vertailuliuokset
Seuraavat vertailuliudkset on valmistettava juuri ennen kayttod, ja ne siilyvat yhden paivin.

Punnitaan 0,05 g hydrokinonia (3.7) asteikolla varustettuun 10 min koeputkeen. Lisitidin
0,250 g askorbiinihappoa (3.6) ja 5 ml etanolia (3.1). Lisitdin ammoniakkia (3.5), kunnes pH
on 10; lisatddn etanolia (3.1), kunnes tilavuus on 10 ml.

Punnitaan 0,05 g ‘hydrokinonin monometyylieetteria (3.8) asteikolla varustettuun 10 mln
koeputkeen Lisdtddan 0,250 g askorbiinihappoa (3.6) ja 5 ml etanolia (3.1). Lisdtdin ammoniak-
kia (3.5), kunnes pH on 10; lisitddn etanolia (3.1), kunnes tilavaus on 10 ml.

Punnitaan 0,05 g hydrokinonin monoetyylieetterid (3.9) asteikolla varustettuun 10 mil:n koeput-
keen. Lisatadn 0,250 g askorbiinihappoa (3.6) ja 5 ml etanolia (3.1). Lisdtiin ammoniakkia
(3.5), kunnes pH on 10; lisitdan etanolia (3.1), kunnes tilavuus on 10 ml.

Punnitaan 0,05 g hydrokinonin monobentsyylieetteria (3.10) asteikolla varustettuun 10 ml:n
koeputkeen. Lisitdan 0,250 g askorbiinihappoa (3.6) ja 5 ml etanolia (3.1). Lisitiin ammoniak-
kia (3.5), kunnes pH on 10; lisitdian etanolia (3.1), kunnes tilavuus on 10 ml.

Hopeanitraatti
12-Molybdofosforihappo
Kaliumferrisyanidiheksahydraatti
Ferrikloridi, heksahydraatti

Sumutereagenssit

Lisitdan hopeanitraatin (3.12) 5-prosenttiseen (m/V) vesiliuokseen ammoniakkia (3.5), kunnes
muodostuva sakka liukenee.

Varoitus: liuvos muuttuu seisottuaan herkasti rdjahtavaksi, joten se on heitettivd pois kidyton
jalkeen.

12-molybdofosforihapon (3.13) 10-prosenttinen (m/V) etanolilivos (3.1).
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3.16.3 Valmistetaan kaliumferrisyanidin (3.14) 1-prosenttinen (m/V) vesiliuos ja ferrikloridin (3.15)
2-prosenttinen vesiliuos. Sekoitetaan yhtd suuri maiard kumpaakin liuosta juuri ennen kayttoa.

4. Laitteisto

Tavanomainen laboratoriovilineistd ja seuraavat:

4.1 Tavanomainen TLC-laitteisto.

4.2 Kayttovalmiita TLC-levyja: silikageeli GHR/UV,545 20 cm x 20 cm (Machery, Nagel tai vastaava)
kerrospaksuus 0,25 mm

4.3 Ultraianihaude.

4.4 Sentrifugi.

4.5 Ultraviolettilamppu, 254 nm.

5. Menettely

5.1 Naytteen valmistus

Punnitaan 3,0 g naytettd asteikolla varustettuun 10 ml:n koeputkeen. Lisatidan 0,250 g askorbii-
nihappoa (3.6) ja 5 ml etanolia (3.1). Sdadetddn liuoksen pH 10:een kadyttimailli ammoniakkia
(3.5). Lisdtadn etanolia, kunnes tilavuus on 10 ml. Suljetaan koeputki tulpalla ja homogenoidaan
ultradinihauteessa 10 minuutin ajan. Suodatetaan suodatinpaperin lipi tai sentrifugoidaan
nopeudella 3 000 kierrosta/min.

5.2 TLC
5.2.1 Kyllastetddn kromatografiasiilio kehiteliuottimella (3.4).
522 Pannaan levylle 2 ul vertailuliuvoksia (3.11) ja 2 wl niyteliuosta (5.1). Kehitetain pimeidssa

huoneenlampétilan vallitessa, kunnes liuotin on edennyt 15 cm lihtétasosta.

5.2.3 Poistetaan levy ja annetaan sen kuivua huoneenlimpétilassa.

5.3 Tunnistaminen

5.31 Levya tarkastellaan ultraviolettivalossa, jonka aallonpituus on 254 nm, ja merkitddn tiplien
paikat.

5.3.2 Levy sumutetaan:

— hopeanitraattireagenssilla (3.16.1);
— tai: 12-molybdofosforihapporeagenssilla (3.16.2); kuumennetaan n. 120 °C:n lampétilaan;

— tai: kaliumferrisyanidiliuoksella ja ferrikloridiliuoksella (3.16.3).

6. Toteaminen
Lasketaan kunkin tiplin Rf-arvo.
Verrataan ndyteliuoksen tdplid vertailuliuoksen tapliin seuraavien ominaisuuksien osalta: taplien
Rf-arvot, taplien viri ultraviolettivalossa ja tiplien viri sen jilkeen, kun ne on tehty nakyviksi
sumutereagenssilla.
Suoritetaan seuraavassa B jaksossa esitetty HPLC-mddritys ja verrataan niytteiden huippujen

retentioaikoja vertailuliuosten huippujen retentioaikoihin. TLC- ja HPLC-mairitysten tulokset
yhdistetadn hydrokinonin ja/tai sen eetterien toteamiseksi.

7. Huomautuksia

Edelld esitetyissd olosuhteissa saatiin seuraavat Rf-arvot:
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hydrokinoni 0,32
hydrokinonin monometyylieetteri 0,53
hydrokinonin monoetyylieetteri 0,55
hydrokinonin monobentsyylieetteri 0,58

B. MAARITYS

1. Laajuus ja soveltamisala
Tdssd menetelmissa vahvistetaan menettely hydrokinonin, hydrokinonin monometyylieetterin,
hydrokinonin monoetyylieetterin ja hydrokinonin monobentsyylieetterin maarittimiseksi ihon
vaalentamiseen tarkoitetuista kosmeettisista tuotteista.

2. Periaate
Naéyte uutetaan veden ja metanolin seoksella limmittiden varovasti niin, ettd kaikki rasva-aines
sulaa. Madritys tehddan tdstd liuoksesta kiinteisfaasinestekromatografialla kiyttien ultravioletti-
ilmaisua.

3. Reagenssit

3.1 Kaikkien reagenssien on oltava analyysilaatua. Kiytettivin veden on oltava tislattua vettd tai
puhtaudeltaan vihintidin vastaavaa vetti.

3.2 Metanoli

3.3 Hydrokinoni

3.4 Hydrokinonin monometyylieetteri

3.5 Hydrokinonin monoetyylieetteri

3.6 Hydrokinonin monobentsyylieetteri

3.7 Tetrahydrofuraani, HPLC-laatua

3.8 Veden ja metanolin seos 1:1 (V/V). Sekoitetaan 1 tilavuusosa vettd ja 1 tilavuusosa metanolia
(3.2).

3.9 Liikkuva faasi: tetrahydrofuraanin ja veden seos 45:55 (V/V). Sekoitetaan 45 tilavuusosaa
tetrahydrofuraania (3.7) ja 55 tilavuusosaa vetti.

3.10 Vertailuliuos
Punnitaan 0,06 g hydrokinonia (3.3), 0,08 g hydrokinonin monometyylieetteria (3.4), 0,10 g
hydrokinonin monoetyylieetteria (3.5) ja 0,12 g hydrokinonin monobentsyylieetteria (3.6)
50 ml:n mittapulloon. Liuotetaan metanoliin (3.2), jota lisitiin mittatilavuuteen asti. Valmiste-
taan vertailuliuos laimentamalla 10,00 ml tdta liuosta 50,00 ml:n tilavuuteen veden ja metanolin
seoksella (3.8). Naiden liuosten tulee olla dskettdin valmistettuja.

4. Laitteisto
Tavanomainen laboratoriovilineist6 ja lisiksi seuraavat:

4.1 Vesihaude, jossa voidaan pitdd ylld 60 °C:n lampétilaa.

4.2 Suurtehonestekromatografi (HPLC), jonka ultraviolettidetektorin aallonpituus on muutettavissa
ja jossa on 10 ul:n injektiosilmukka.

4.3 Mairityskolonni:

Ruostumattomasta teriksestd tehty kromatografiakolonni, jonka pituus on 250 mm, sisdhalkai-
sija 4,6 mm ja joka on tdytetty Zorbax phenylilld (kemiallisesti sidostettu fenetyylisilaani Zorbax
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SIL:n pinnalla, paidyt kisitelty trimetyylikloorisilaanilla), hiukkaskoko 6 um, tai vastaava.
Suojakolonnia ei saa kiyttdd (lukuun ottamatta fenyylisuojaa tai vastaavaa).

4.4 Suodatinpaperi, halkaisija 90 mm, Schleicher and Schull, Weissband n:o 5892 tai vastaava.
S. Menettely
5.1 Niytteen valmistus

Punnitaan kolmen desimaalin tarkkuudella 1 g £ 0,1 g (a grammaa) ndytetti 50 mln
mittapulloon. Niyte dispergoidaan 25 ml:aan veden ja metanolin seosta (3.8). Pullo suljetaan ja
sitd ravistetaan voimakkaasti, kunnes syntyy homogeeninen suspensio. Seosta on ravistettava
vahintddn yhden minuutin ajan. Pullo asetetaan vesihauteeseen (4.1) ja pidetdan 60 °C:n
lampotilassa uuttamisen tehostamiseksi. Pullo jadhdytetddn ja taytetddn mittatilavuuteen veden ja
metanolin seoksella (3.8). Uute suodatetaan suodatinpaperilla (4.4). HPLC-mairitys tehddin 24
tunnin kuluessa uutteen valmistamisesta.

52 - HPLC-kromatografia

5.2.1 Litkkuvan faasin (3.9) virtausnopeudeksi asetetaan 1,0 ml/min ja detektorin aallonpituudeksi
295 nm.

522 Injektoidaan 10 ul 5.1 kohdan mukaisesti valmistettua nayteliuosta ja tulostetaan kromato-

grammi. Mitataan huippujen alat. Tehdddn 5.2.3 kohdassa kuvattu kalibrointi. Verrataan
néyteliuoksen ja standardilivoksen kromatogrammeja. Miaritettivien yhdisteiden pitoisuus niy-
teliuoksessa lasketaan huippujen pinta-alan ja 5.2.3 kohdassa laskettujen vastekertoimien (RF)
avulla.

5.2.3 Kalibrointi

Injektoidaan 10 wl vertailuliuosta (3.10) ja tulostetaan kromatogrammi. Injektoidaan useita
kertoja, kunnes huipun pinta-ala pysyy vakiona.

Miiritetddn vastekerroin RF;:

RF, =&
Ci
jossa:
pi = hydrokinonin, hydrokinonin monometyylieetterin, hydrokinonin monoetyylieetterin ja

hydrokinonin monobentsyylieetterin huippujen pinta-alat, ja

¢, = hydrokinonin, hydrokinonin monometyylieetterin, hydrokinonin monoetyylieetterin ja
hydrokinonin monobentsyylieetterin pitoisuudet (g/50 ml) vertailulinoksessa (3.10).

On varmistettava, tdyttivatkoé standardiliuoksella ja niyteliuoksella saadut kromatogrammit
seuraavat vaatimukset:

— huonoiten erottuvan huippuparin huippujen erottuvuuden tulee olla vahintddn 0,90 (huippu-
jen erottuvuuden mddiritelma on kuvassa 1).

3
I
@ |~

Kuva 1: huippujen erottuvuus
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Jos vaadittua erottuvuutta ei saavuteta, on joko kaytettivi tehokkaampaa kolonnia tai on
muutettava liikkuvan faasin koostumusta, kunnes vaatimus tayttyy.

— Kaikkien huippujen epdsymmetrisyyskertoimen A, tulee olla 0,9—1,5. (Epasymmetrisyysker-
toimen maaritelma on kuvassa 2.) Kun kromatogrammi tulostetaan epasymmetrisyyskertoi-
men maaritystd varten, on suotavaa kiyttia paperin nopeutta, joka on vihintdan 2 ¢cm/min.

| ™
1
1
1
'
1
1
i
' \
|
AS = b_ 1 { \
a 1 h \
'
. \
1
1
1
D
i f
\
1 a b
1
|
' / i — Ah/10
t
Y . Y%
Kuva 2: huipun epasymmetrisyyskerroin
— perusviivan tulee olla vakaa.
6. Laskelmat
Mdiritettivin yhdisteen (yhdisteiden) pitoisuus (pitoisuudet) niytteessi lasketaan niiden tuotta-
mien huippujen pinta-aloista. M pitoisuus niytteessd massaprosentteina (x;) lasketaan kaavalla:
b; - 100
x; % (m/m) = ——
o (m/m] RF,-a

jossa:

a = ndytteen massa grammoina, ja

b, = niytteessd olevan mairitettdvin yhdisteen i huipun pinta-ala

7. Toistettavuus(')

7.1 Kun hydrokinonipitoisuus on 2,0 %, samasta naytteestd tehdyn kahden rinnakkaismaarityksen
tulosten eron ei pitiisi olla suurempi kuin 0,13 %.

7.2 Kun hydrokinonin monometyylieetterin pitoisuus on 1,0%, samasta niytteestd tehdyn kahden
rinnakkaismidrityksen tulosten eron ei pitdisi olla suurempi kuin 0,1 %.

7.3 Kun hydrokinonin monoetyylieetterin pitoisuus on 1,0 %, samasta niytteestd tehdyn kahden
rinnakkaismidrityksen tulosten eron ei pitiisi olla suurempi kuin 0,11 %.

7.4 Kun hydrokinonin monobentsyylieetterin pitoisuus on 1,0 %, samasta niytteestd tehdyn kahden
rinnakkaismairityksen tulosten eron ei pitdisi olla suurempi kuin 0,11 %.

8. Uusittavaus(')

8.1 Kun hydrokinonipitoisuus on 2,0 %, samasta ndytteestd eri olosuhteissa (eri laboratoriot, eri

henkilot, eri laitteisto ja/tai eri aika) tehdyn kahden miirityksen tulosten eron ei pitdisi olla
suurempi kuin 0,37 %.

(") 1SO 5725
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8.2 Kun hydrokinonin monometyylieetterin pitoisuus on 1,0 %, samasta niytteestd eri olosuhteissa
{eri laboratoriot, eri henkilét, eri laitteisto ja/tai eri aika) tehdyn kahden maiirityksen tulosten
eron ei pitdisi olla suurempi kuin 0,21 %.

8.3 Kun hydrokinonin monoetyylieetterin pitoisuus on 1,0 %, samasta naytteestd eri olosuhteissa (eri
laboratoriot, eri henkilot, eri laitteisto ja/tai eri aika) tehdyn kahden mairityksen tulosten eron ei
pitéisi olla suurempi kuin 0,19 %.

8.4 Kun hydrokinonin monobentsyylieetterin pitoisuus on 1,0 %, samasta naytteestd eri olosuhteissa
(eri laboratoriot, eri henkilot, eri laitteisto jaftai eri aika) tehdyn kahden miirityksen tulosten
eron ei pitdisi olla suurempi kuin 0,11 %.

9. Huomautuksia

9.1 Jos hydrokinonipitoisuus on. huomattavasti suurempi kuin 2% ja tarvitaan tarkka arvio
pitoisuudesta, nayteuute (5.1) on laimennettava vikevyyteen, joka vastaa hydrokinonipitoisuudel-
taan 2-prosenttisesta niytteestd saatavaa uutetta; timin jalkeen madritys toistetaan.

(Joissakin laitteissa detektorin absorbanssi ei suurilla hydrokinonipitoisuuksilla ole enii lineaari-
sella alueella.)

9.2 Hairiot

Edelld esitetyn menetelman avulla voidaan mairittai hydrokinoni ja sen eetterit yhdelld mairitys-
kerralla samanaikaisesti. Fenyylikolonnin kiytto takaa hydrokinonin riittivin retention, miti ei
voida taata kiytettdessi C18-kolonnia edelld kuvatun liikkuvan faasin kanssa.

Kaytetty menetelmad on kuitenkin altis hiiridille, joita monet parabeenit voivat aiheuttaa. Jos
hairioitd esiintyy, madaritys on syytd toistaa kdyttden erilaista lilkkkuvan faasin ja stationaarifaasin
yhdistelmaa. Sopivia menetelmii on viitteissd 1 ja 2, nimittdin:

Kolonni: Zorbax ODS, 4,6 mm x 25 cm tai vastaava
Limpaotila: 36 °C
virtaus: 1,5 ml/min

litkkuva faasi:

hydrokinonia varten: metanoli-vesiseos 5/95 (V/V)
hydrokinonin monometyylieetterid varten: metanoli-vesiseos 30/70 (V/V)
hydrokinonin monobentsyylieetteria varten: metanoli-vesiseos 80/20 (V/V)(')
Kolonni: Spherisorb S5-ODS tai vastaava
litkkuva faasi: vesi-metanoliseos 90/10 (V/V)
virtaus: 1,5 ml/min

Nima olosuhteet soveltuvat hydrokinonille(?).

(') M. Herpol-Borremans et M.-O. Masse, Identification et dosage de I’hydroquinone et de ses éthers méthylique et
benzylique dans les produits cosmétiques pour blanchir la peau. Int. j. Cosmet. Sci. 8 203214 (1986).
(*) J. Firth and 1. Rix, Determination of Hydroquinone in skin toning creams, Analyst (1986), III, p. 129.



