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(Saddokset, jotka on julkaistava)

KOMISSION DIREKTIVI 95/31/EY,

annettu 5 pdivini heindkuuta 1995,

elintarvikkeissa sallittujen makeutusaineiden
erityisistd puhtausvaatimuksista

(ETA:n kannalta merkityksellinen teksti)

EUROOPAN YHTEISOJEN KOMISSIO, joka

ottaa huomioon Euroopan yhteison perustamissopimuk-
sen,

ottaa huomioon elintarvikkeissa sallittuja lisdaineita kos-
kevan jasenvaltioiden lainsdddinnon lihentimisesti 21
pdiviand joulukuuta 1988 annetun neuvoston direktiivin
89/107/ETY(!), sellaisena kuin se on muutettuna direktii-
villd 94/34/EY (%), ja erityisesti sen 3 artiklan 3 kohdan a
alakohdan,

on kuullut elintarvikealan tiedekomiteaa asiasta,
seka katsoo, etti

on tarpeen vahvistaa puhtausvaatimukset kaikkien elin-
tarvikkeissa kidytettavaksi tarkoitetuista makeutusaineista
30 pdivand kesikuuta 1994 annetussa Euroopan parla-
mentin ja neuvoston direktiivissi 94/35/EY(?) mainittujen
makeutusaineiden osalta,

on tarpeen ottaa huomioon viriaineiden spesifikaatiot ja
analyyttiset tekniikat, sellaisina kuin Codex Alimentarius
ja Joint FAO/WHO Expert Committee on Food Additives
(JECFA) (FAO:n ja WHO:n yhteinen elintarvikelisiai-
neita kasictelevd asiantuntijakomitea) ovat ne vahvista-
neet,

lisdaineet, joita valmistetaan sellaisin menetelmin tai sel-
laisista raaka-aineista, jotka poikkeavat elintarvikealan
tiedekomitean arviointiin sisiltyvista tai tissi direktiivissd
mainituista menetelmisti tai raaka-aineista, olisi toimi-
tettava elintarvikealan tiedekomitealle tiydellisesti arvioi-
tavaksi painottaen erityisesti puhtausvaatimuksia, ja

(') EYVL N:o L 40, 11.2.1989, s. 27
(3) EYVL Nio L 237, 10.9.1994, s. 1
() EYVL Nio L 237, 10.9.1994, s. 3

tassd direktiivissd sdddetyt toimenpiteet ovat pysyvin
elintarvikekomitean lausunnon mukaiset,

ON ANTANUT TAMAN DIREKTIIVIN:

1 artikla

1.  Liitteessa vahvistetaan direktiivissa 94(35/EY mai-
nittujen makeutusaineiden osalta direktiivin 89/107/ETY
3 artiklan 3 kohdan a alakohdassa tarkoitetut puhtaus-
vaatimukset.

2. Tamin direktiivin liitteessi makeutusaineiden
E 420(i), E 420(ii) ja E 421 osalta esitetyt puhtausvaati-
mukset korvaavat kyseisten aineiden osalta neuvoston
direktiivin 78/663/ETY (%) liitteessi esitetyt puhtausvaati-
mukset.

2 artikla

1.  Jasenvaltioiden on saatettava timin direktiivin nou-
dattamisen edellyttamat lait, asetukset ja hallinnolliset
mddrdykset voimaan viimeistidn 1 pdivdnid heindkuuta
1996. Niiden on ilmoitettava tdstd komissiolle viipy-
mattd.

Naiissad jasenvaltioiden antamissa sidadoksissd on viitat-
tava tihin direktiiviin tai nithin on liitettivi tillainen
vittaus, kun ne virallisesti julkaistaan. Jasenvaltioiden on
siddettdvi siitd, miten viittaukset tehdian.

2. Tuotteita, jotka on saatettu markkinoille tai joihin
on tehty merkinndt ennen titd pdivimairdd, ja

*) EYVL N:o L 223, 14.8.1978, s. 7
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jotka eivit ole timin direktiivin mukaisia, saa kuitenkin 4 artikla
pitda kaupan kunnes varastot on myyty loppuun.
Tamai direktiivi on osoitettu kaikille jasenvaltioille.

3 artikla Tehty Brysselissd 5 pdivind heindikuuta 1995.

Komission puolesta

Tama direktiivi tulee voimaan kahdentenakymmenentena )
Martin BANGEMANN

pdivand sen jalkeen, kun se on julkaistu Euroopan yhtei-
sojen virallisessa lebdessd. Komission jdsen
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E 420(i) SORBITOLI

Synonyymit

Mairitelma
Kemiallinen nimi
Einecs
E-numero
Kemiallinen kaava
Subteellinen molekyylimassa

Pitoisuus

Kuvaus

Tunnistaminen
A, Liukoisuus
B. Sulamisvili

C. Sorbitolimonobentsylideenijobdan-
nainen

Puhtaus
Vesipitoisuus
Sulfaattitubka
Pelkistavit sokerit
Sokerit yhteensd
Kloridir
Sulfaatit
Nikkeli

Arseeni

LITE

D-glusitoli, D-sorbitoli

D-glusitoli

200-061-5

E 420(i)

CsH1404

182,17

Vihintddan 97,0% glysitoleja yhteensi ja vahintddn

91,0 % D-sorbitolia laskettuna kuivapainosta.

Glysitolit ovat yhdisteitd, joiden rakennekaava ‘on
CH,OH-(CHOH),-CH,OH, jossa "n” on kokonaisluku.

Valkoinen hygroskooppinen jauhe, kiteinen jauhe, hiuta-
leet tai rakeet, joilla on makea maku.

Hyvin liukoinen veteen; niukkaliukoinen etanoliin.
88 °C—102 °C

Lisdd 5 graan ndytettd 7 ml metanolia, 1 ml bentsaldehy-
did ja 1 ml suolahappoa. Sekoita ja ravistele koneellisessa
ravistelijassa kunnes muodostuu kiteita. Suodata imun
avulla, liuota kiteet 20 ml:aan kiehuvaa vetts, joka sisil-
tii 1 g natriumbikarbonaattia, suodata kuumana. Jaih-
dyti suodos, suodata imun avulla, pese 5 ml:lla metanoli-
vesiseosta (1:2) ja kuivata ilmassa. Nain saadut kiteet
sulavat 173 °C—179 °C:ssa.

Enintaan 1% (Karl Fischerin menetelma)

Enintadn 0,1 % laskettuna kuivapainosta

Enintddn 0,3 % glukoosina laskettuna kuivapainosta
Enintadn 1% glukoosina laskettuna kuivapainosta
Enintddn 50 mg/kg laskettuna kuivapainosta
Enintdan 100 mg/kg laskettuna kuivapainosta
Enintddn 2 mg/kg laskettuna kuivapainosta

Enintddan 3 mg/kg laskettuna kuivapainosta
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Lyijy Enintddn 1 mg/kg laskettuna kuivapainosta
Raskasmetallit Enintaan 10 mg/kg lyijynd laskettuna kuivapainosta

E 420(ii) SORBITOLISIRAPPI

Synonyymit

Mairitelma

Kemiallinen nimi

Einecs
E-numero

Pitoisuus
Kuvaus

Tunnistaminen
A. Liukoisuus

B. Sorbitolimonobentsylideenijohdannai-
nen

Puhtaus
Vesipitoisuus
Sulfaattitubka
Pelkistdvat sokerit
Kloridit
Sulfaatit
Nikkeli
Arseent
Lyijy

Raskasmetallit

D-glusitolisiirappi

Glukoosisiirapin hydrauksesta syntyvd sorbitolisiirappi koostuu D-sorbitolista, D-
mannitolista ja hydratuista sakkarideista.

Tuotteen se osa, joka ei ole D-sorbitolia, koostuu pddosin hydratuista oligosakkari-
deista, jotka syntyvit raaka-aineina kaytettivien glukoosisiirapin (jolloin siirappi ei
kiteydy) tai mannitolin hydrauksesta. Vahaisia maaria glysitoleja, jolloin n =4, voi
esiintyd. Glysitolit ovat yhdisteitd, joiden rakennekaava on CH,OH-(CHOH),-
CH,O0H, jossa *n” on kokonaisluku.

270-337-8
E 420(ii)

Vihintidan 69 % kiinteita aineita ja vahintdan 50 % D-sorbitolia vedettémana.

Kirkas, viriton ja makea vesiliuos.

Sekoittuu veden, glyserolin ja propaani-1,2-diolin kanssa.

Lisdad 5 graan naytettd 7 ml metanolia, 1 ml bentsaldehydid ja 1 ml suolahappoa.
Sekoita ja ravistele koneellisessa ravistelijassa kunnes muodostuu kiteitd. Suodata imun
avulla, liuota kiteet 20 ml:aan kiehuvaa vettd, joka sisaltaa 1 g natriumbikarbonaattia,
suodata kuumana. Jadhdyti suodos, suodata imun avulla, pese 5§ mkila metanolivesi-
seosta (1:2) ja kuivata ilmassa. Niin saadut kiteet sulavat 173 °C—179 °C:ssa.

Enintddan 31 % (Karl Fischerin menetelma)

Enintaian 0,1 % laskettuna kuivapainosta

Enintddn 0,3 % glukoosina laskettuna kuivapainosta
Enintadn 50 mg/kg laskettuna kuivapainosta
Enintaan 100 mg/kg laskettuna kuivapainosta
Enintdian 2 mg/kg laskettuna kuivapainosta
Enintddn 3 mg/kg laskettuna kuivapainosta
Enintidn 1 mg/kg laskettuna kuivapainosta

Enintdan 10 mg/kg lyijyna laskettuna kuivapainosta
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E 421 MANNITOLI

Synonyymit

Madritelma
Kemiallinen nimi
Einecs
E-numero
Kemiallinen kaava
Subteellinen molekyylimassa

Pitoisuus

Kuvaus

Tunnistaminen

A. Liukoisuus

B. Sulamisvili

Puhtaus
Kuivaushivio

pH

Ominaiskierto

Sulfaattitubka
Pelkistivit sokerit
Sokerit yhteensd
Kloridit

Sulfaatit

Nikkeli

Arseeni

Lyijy

Raskasmetallit

D-mannitoli

D-mannitoli
200-711-8
E 421

CgH 1404
182,2

Vihintddn 96,0 % D-mannitolia kuiva-aineesta.

Makea, valkoinen, hajuton, kiteinen jauhe.

Liukoinen veteen, hyvin niukkaliukoinen etanoliin, melkein liukenematon kloroformiin
ja eetteriin.

165 °C—169 °C, pehmenee alemmissa limpatiloissa.

Enintddn 0,3% (105 °C, 4 h)

5—8
Lisia 0,5 ml kyllastettyd kaliumkloridiliuosta 10 ml:aan niytteen 10 %:sta (wiv)
liuosta ja mittaa sen jalkeen pH.

20
()
Ominaiskierto  booritetussa  liuoksessa laskettuna vedettomille aineelle on
+ 23 °C—+ 25 °C.

Enintadan 0,1 % laskettuna kuivapainosta

Enintadn 0,3 % glukoosina laskettuna kuivapainosta
Enintddn 1,0 % glukoosina laskettuna kuivapainosta
Enintdan 70 mg/kg laskettuna kuivapainosta
Enintdan 100 mg/kg laskettuna kuivapainosta
Enintdian 2 mg/kg laskettuna kuivapainosta
Enintadn 3 mg/kg laskettuna kuivapainosta
Enintddn 1 mg/kg laskettuna kuivapainosta

Enintddn 10 mg/kg lyijynd laskettuna kuivapainosta
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E 953 ISOMALTI

Synonyymit

Maiiritelma

Kemiallinen kaava

Einecs
E-numero

Kemiallinen kaava

Subteellinen molekyylimassa

Pitoisuus

Kuvaus
Tunnistaminen

A. Liukoisuus

B. Ominaiskierto

C. Sulamisvili

Puhtaus
Vesipitoisuus
Sulfaattituhka
Pelkistavit sokerit
Nikkeli
Arseeni
Lyijy

Raskasmetallit

E 965(1) MALTITOLI

Synonyymit

Madiritelma

Kemiallinen nimi

Hydrattu isomaltuloosi, hydrattu palatinoosi

Isomalti on keskimiaraisesti tasamoolinen seos seuraavista:
D-glukopyranosyyli-1,6-D-glusitoli ja
D-glukopyranosyyli-1,1-D-mannitolidihydraatti

E 953

D-glukopyranosyyli-1,6-D-glusitoli: CpH404;
D-glukopyranosyyli-1,1-D-mannitolidihydraatti: C,H4041-2H,0
D-glukopyranosyyli-1,6-D-glusitoli: 344,32
D-glukopyranosyyli-1,1-D-mannitolidihydraatti: » 380,32

Vihintddan 95 % D-glukopyranosyyli-1,6-D-glysitolin ja D-glukopyranosyyli-1,1-D-
mannitolidihydraatin seosta vedettomana.

Hajuton, valkoinen, makea, kiteinen, heikosti hygroskooppinen aine.

Niukkaliukoinen veteen.
Liukenematon etanoliin.

(0)B: + 90° — +92° (4 %:n w/v-liuos)

145 °C—150°C

Enintdin 7% (Karl Fischerin menetelma)

Enintadan 0,05 % laskettuna kuivapainosta

Enintaan 1,5 % glukoosina laskettuna kuivapainosta
Enintddn 2 mg/kg laskettuna kuivapainosta
Enintddn 3 mg/kg laskettuna kuivapainosta
Enintdan 1 mg/kg laskettuna kuivapainosta

Enintiddn 10 mg/kg lyijyna laskettuna kuivapainosta

D-maltitoli, hydrattu maltoosi

a-D-glukopyranosyyli-1,4-D-glusitoli
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Einecs 209-567-0
E-numero E 965(i)
Kemiallinen kaava C1;H4011
Subteellinen molekyylimassa 344,31

Pitoisuus

Kuvaus

Tunnistaminen

A. Liukoisuus

B. Sulamisvili

C. Ominaiskierto

Puhtaus

Vesipitoisuus

Sulfaattitubka

Pelkistivit sokerit

Kloridit

Sulfaatit

Nikkeli

Arseeni

Lyipy

Raskasmetallit

E 965(ii) MALTITOLISIIRAPPI

Synonyymit

Mairitelma

Kemiallinen nimi

Einecs

Vihintddn 98 % D-maltitolia Ci,H»401; vedettomina.

Makea, valkoinen, kiteinen jauhe.

Hyvin liukoinen veteen, niukkaliukoinen etanoliin.
148 °C—151 °C

((1)210 =+ 105,5° — +108,5° (5 %:n w/v liuos)

Enintaan 1% (Karl Fischeriﬁ menetelma)

Enintaan 0,1 % laskettuna kuivapainosta

Enintddn 0,1% glukoosina laskettuna kuivapainosta
Enintadn 50 mg/kg laskettuna kuivapainosta
Enintddn 100 mg/kg laskettuna kuivapainosta
Enintddn 2 mg/kg laskettuna kuivapainosta
Enintdian 3 mg/kg laskettuna kuivapainosta
Enintdan 1 mg/kg laskettuna kuivapainosta

Enintdan 10 mg/kg lyijynd laskettuna kuivapainosta

Hydrattu korkeamaltoosinen-glukoosinen siirappi, hydrattu glukoosisiirappi

Seos, joka koostuu piddosin maltitolista sekd sorbitolista ja hydratuista oligo- ja
polysakkarideista. Sita valmistetaan katalyyttiselli hydrauksella glukoosisiirapista,
jonka maltoosipitoisuus on korkea. Kaupallista valmistetta on saatavissa sekd siirap-
pina ettd kiintedna.

270-337-8
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N:o L 178/8
E-numero E 965(ii)
Pitoisuus Seuraavat miirit koskevat vedetonti ainetta:
Maltitoli vahintdin 50 %
Sorbitoli enintiin 8 %
Maltotri-itoli enintiin 25 %
Hydratut polysakkaridit, jotka sisaltavit yli kolme
glukoosi- tai glusitoliyksikkoa enintdan 30 %
Kuvaus Makea, viritén ja hajuton, kirkas sakea neste tai makea, valkoinen, kiteinen massa.
Tunnistaminen

A. Liukoisuus

B. Obutkerroskromatografia

Puhtaus
Vesipitoisuus
sulfaattitubka
Pelkistdvat sokerit
Kloridit
Sulfaatit
Nikkeli
Arseeni
Lyijy

Raskasmetallit

E 966 LAKTITOLI

Synonyymit

Mairitelmi
Kemiallinen nimi
Einecs
E-numero
Kemiallinen kaava
Subzteellinen molekyylimassa

Pitoisuus

Hyvin liukoinen veteen, niukkaliukoinen etanoliin.

Tutki ohutkerroskromatografialla kiyttaen levya, joka on paillystetty 0,25 mm:n
kerroksella kromatografista silikageelia.

Enintiin 31 % (Karl Fischerin menetelm3)

Enintddn 0,1 % laskettuna kuivapainosta

Enintdin 0,3 % glukoosina laskettuna kuivapainosta
Enintdin 50 mg/kg laskettuna kuivapainosta

Enintiin 100 mg/kg glukoosina laskettuna kuivapainosta
Enintddn 2 mg/kg laskettuna kuivapainosta

Enintddn 3 mg/kg laskettuna kuivapainosta

Enintddn 1 mg/kg laskettuna kuivapainosta

Enintiian 10 mg/kg lyijynd laskettuna kuivapainosta

Laktiitti, laktositoli, laktobiosiitti

4-O-B-D-galaktopyranosyyli-D-glusitoli
209-566-5

E 966

C2H4O1y

344,32

Vihintddn 95 % laskettuna kuivapainosta
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Kuvaus

Tunnistaminen
A. Liukoisuus

B. Ominaiskierto

Puhtaus
Vesipitoisuus

Muut polyolit

Pelkistdvit sokerit

Kloridit
Sulfaatit
Sulfaattitubka
Nikkeli
Arseeni

Lyijy

Raskasmetallit

E 967 KSYLITOLI

Synonyymit

Maiaritelma
Kemiallinen nimi
Einecs

E-numero

Kemiallinen kaava

Subteellinen molekyylimassa

Pitoisuus

Kuvaus

Tunnistaminen
A. Liukoisuus
B. Sulamisvali

C. pH

Makea, kiteinen jauhe tai viritdn liuos. Kiteisid tuotteita esiintyy vedettdmini sekd
mono- ja dihydraattimuodoissa.

Hyvin liukoinen veteen

(a)®) = + 13°—+16° laskettuna vedettomille aineelle (10 % w/v vesiliuos).

Kiteiset tuotteet: enintian 10,5 % (Karl Fischerin menetelmi)
Enintadn 2,5 % vedettomana

Enintdidn 0,2 % glukoosina laskettuna kuivapainosta
Enintidin 100 mg/kg laskettuna kuivapainosta

Enintdan 200 mg/kg laskettuna kuivapainosta

Enintddn 0,1 % laskettuna kuivapainosta

Enintddn 2 mg/kg laskettuna kuivapainosta

Enintain 3 mg/kg laskettuna kuivapainosta

Enintdian 1 mg/kg laskettuna kuivapainosta

Enintdin 10 mg/kg lyijynd laskettuna kuivapainosta

Ksylitoli

D-ksylitoli
201-788-0
E 967
CsH15,0s5
152,15

Vihintddn 98,5 % ksylitolia vedettdmani.

Valkoinen, kiteinen jauhe, lihes hajuton ja hyvin makea.

Hyvin liukoinen veteen, jonkin verran liukoinen etanoliin.
92 °C—96 °C

5,0—7,0 {10 % wi/v-vesiliuos).
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Puhtaus

Kuivaushavio Enintidn 0,5% (kuivaa 0,5 g nidytetta vakuumissa fosforinpentoksidin paalld
60 °C:ssa 4 h)

Sulfaattitubka Enintddn 0,1 % laskettuna kuivapainosta
Pelkistdvit sokerit Enintiaan 0,2 % glukoosina laskettuna kuivapainosta
Muut polybydriset alkoholit Enintddn 1% laskettuna kuivapainosta
Nikkeli Enintidn 2 mg/kg laskettuna kuivapainosta
Arseeni Enintddn 3 mg/kg laskettuna k;.livapainosta
Lyijy Enintdian 1 mglkg 1askettun‘a kuivapainosta
Raskasmetallit Enintidn 10 mg/kg lyijyna laskettuna kuivapainosta
Kloridit Enintdin 100 mg/kg laskettuna kuivapainosta
Sulfaatit Enintdin 200 mg/kg laskettuna kuivapainosta

E 950 ASESULFAAMI K

Synonyymit . Asesulfaami kalium, asesulfaami, 3,4-dihydro-6-metyyli-1,2,3-oksatiatsiini-4-oni-2,2-
dioksidin kaliumsuola
Mairitelma
Kemiallinen nimi 6-metyyli-1,2,3-oksatiatsiini-4(3H)-oni-2,2-dioksidikaliumsuola
Einecs 259-715-3
E-numero E 950
Kemiallinen kaava C,HNO,SK
Subteellinen molekyylimassa 201,24
Pitoisuus Vihintaan 99 % C,H;NO,SK vedettomiani
Kuvaus Hajuton, valkoinen, kiteinen jauhe, jossa on voimakkaasti makea maku. Arviolta 200
kertaa niin makea kuin sakkaroosi.
Tunnistaminen
A. Liukoisuus Hyvin liukoinen veteen ja hyvin niukkaliukoinen etanoliin
B. Ultraviolettiabsorptio Maksimi 227 + 2 nm:ssi liuoksessa, jossa on 10 mg 1 000 ml:ssa vetta.
Puhtaus
Kuivaushivié Enintidn 1% (105 °C, 2 h)
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Arseeni
Seleent
Fluoridi
Lyiry

Raskasmetallit

E 951 ASPARTAAMI

Synonyymit

Mairitelma

Kemiallinen nimi

Einecs

E-numero

Kemiallinen kaava
Subteellinen molekyylimassa

Pitoisuus

Kuvaus

Tunnistaminen

Linkoisuus

Puhtaus
Kuivaushivié
Sulfaattitubka
pH

Transmittanssi

Ominaiskierto

Arseeni

Lyzjy

Enintdin 3 mg/kg laskettuna kuivapainosta
Enintddn 30 mg/kg laskettuna kuivapainosta
Enintdan 3 mg/kg laskettuna kuivapainosta
Enintain 1 mg/kg laskettuna kuivapainosta

Enintiaian 10 mg/kg lyijyna laskettuna kuivapainosta

Aspartyylifenyylialaniinimetyyliesteri

N-L-a-aspartyyli-L-fenyylialaniini-1-metyyliesteri,
3-amino-N-{a-karbometoksi-fenetyyli)-sukkinamiinihappo-N-metyyliesteri.

245-261-3
E 951
C14H 15N, 05
294,31

Vihintiidn 98 % ja enintddn 102 % C;4H3N,O; vedettomana.

Hajuton, valkoinen, kiteinen jauhe, jossa on makea maku. Arviolta 200 kertaa niin
makea kuin sakkaroosi.

Niukkaliukoinen veteen ja entanoliin.

Enintain 4,5 % (105 °C, 4 h)
Enintaan 0,2 % laskettuna kuivapainosta
4,5—6,0 (1:125 liuos)

Transmittanssi maariteltyna sopivalla spektrofotometrilld naytteen 1 %:sta liuoksesta 2
N suolahapossa kdyttden 1 cm:n kyvettid 430 nm:ssa ja 2 N suolahappoa vertailuna,
on vahintdan 0,95, joka vastaa enintdan absorbanssiarvoa noin 0,022.

(0)%%+ 14,5°—+16,5°
Mairitd liuoksesta, jossa on 4 osaa 100:ssa osassa 15 N muurahaishappoa 30
minuutin kuluessa niyteliuoksen valmistuksen jilkeen.

Enintdaan 3 mg/kg laskettuna kuivapainosta

Enintdan 1 mg/kg laskettuna kuivapainosta
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Raskasmetallit

S-bentsyyli-3,6-diokso-2-piperatsiinietik-

kahappo

Enintadn 10 mg/kg lyijyni laskettuna kuivapainosta

Enintdan 1,5 % laskettuna kuivapainosta

E 952 SYKLAAMIHAPPO JA SEN Na- JA Ca-SUOLAT

() SYKLAAMIHAPPO

Synonyymit

Miiritelma
Kemiallinen nimi
Einecs
E-numero
Kemiallinen kaava
Subteellinen molekyylimassa

Pitoisuus

Kuvaus

Tunnistaminen
A. Liukoisuus

B. Saostuskoe

Puhtaus
Kuivaushavio
Seleeni
Lyijy
Raskasmetallit
Arseeni
Syklobeksyyliamiini
Disyklobeksyyliamiini

Aniliini

Sykloheksyylisulfaamihappo, syklamaatti

Sykloheksaanisulfaamihappo, sykloheksyyliaminosulfonihappo
202-898-1

E 952

C¢H3NO,5S

179,24

Sykloheksyylisulfaamihappo sisiltad vihintddn 98 % ja enintddn 102 % C4H;3NO;S
vedettdmana.

Lihes viriton, valkoinen, kiteinen jauhe, jossa on makean hapan maku. Arviolta 40
kertaa niin makea kuin sakkaroosi.

Liukoinen veteen ja etanoliin.

Tee 2% linos happameksi suolahapolla, lisdd 1 ml noin 1-moolista bariumkloridin
vesiliuosta ja suodata, jos samennusta tai saostumaa muodostuu. Lisdd kirkkaaseen
liuokseen 1 ml 10 % natriumnitriittiliuosta. Muodostuu valkoinen saostuma.

Enintdin 1% (105 °C, 1 h)

Enintdan 30 mg/kg seleenini laskettuna kuivapainosta
Enintdan 1 mg/kg laskettuna kuivapainosta

Enintdin 10 mg/kg lyijyni laskettuna kuivapainosta
Enintddn 3 mg/kg laskettuna kuivapainosta

Enintddn 10 mg/kg laskettuna kuivapainosta
Enintidin 1 mg/kg laskettuna kuivapainosta

Enintdin 1 mg/kg laskettuna kuivapainosta



28.7.95 Euroopan yhteisjen virallinen lehti N:o L 178/13

(I) NATRIUMSYKLAMAATTI

Synonyymit Syklamaatti, syklaamihapon natriumsuola
Maiaritelmd
Kemiallinen nimi Natriumsykloheksaanisulfamaatti, natriumsykloheksyylisulfamaatti
Einecs 205-348-9
E-numero E 952
Kemiallinen kaava C¢H;,NNaO;S ja dihydraattimuoto
CeH;NNaO;S-2H,0
Subteellinen molekyylimassa 201,22 vedetén muoto

237,22 hydraattimuoto

Pitoisuus Viahintdadn 98 % ja enintddn 102 % kuivattuna,
Dihydraattimuoto: viahintdin 84 % kuivattuna

Kuvaus Valkoiset, hajuttomat kiteet tai kiteinen jauhe. Arviolta 30 kertaa niin makea kuin
sakkaroosi.
Tunnistaminen
Liukoisuus Liukoinen veteen, melkein liukenematon etanoliin.
Puhtaus
Kuivaushivio Enintdan 1% (105 °C, 1 h)

Enintddn 15,2 % (105 °C, 2 h) dihydraattimuodon osalta

Seleeni Enintddn 30 mg/kg seleenid laskettuna kuivapainosta
Arseeni Enintddn 3 mg/kg laskettuna kuivapainosta

Lyijy Enintdan 1 mg/kg laskettuna kuivapainosta
Raskasmetallit Enintddn 10 mg/kg lyijynd laskettuna kuivapainosta
Syklobeksyyliamiini Enintdan 10 mg/kg laskettuna kuivapainosta
Disykloheksyyliamiini Enintddn 1 mg/kg laskettuna kuivapainosta

Aniliini Enintdan 1 mg/kg laskettuna kuivapainosta

() KALSIUMSYKLAMAATTI

Synonyymit Syklamaatti, syklaamihapon kalsiumsuola

Mairitelma
Kemiallinen nimi Kalsiumsykloheksaanisulfamaatti, kalsiumsykloheksyylisulfamaatti
Einecs 205-349-4
E-numero E 952

Kemiallinen kaava CyH4CaN,06S,-2H,0
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Subteellinen molekyylimassa 432,57

Pitoisuus

Kuvaus

Tunnistaminen

Liukoisuus

Puhtaus

Kuivaushivio

Seleeni

Arseent

Lyijy

Raskasmetallit
Sykloheksyyliamiini
Disyklobeksyyliamiini

Aniliini

Vihintaan 98 % ja enintddn 101 % kuivattuna

Valkoiset, virittémit kiteet tai kiteinen jauhe. Arviolta 30 kertaa niin makea kuin
sakkaroosi.

Liukoinen veteen, jonkin verran liukoinen etanoliin.

Enintddn 1% (105 °C, 1 h)
Enintdin 8,5 % (140 °C, 4 h) dihydraattimuodon osalta

Enintdan 30 mg/kg seleenina laskettuna kuivapainosta
Enintdin 3 mg/kg laskettuna kuivapainosta

Enintian 1 mg/kg laskettuna kuivapainosta

Enintdin 10 mg/kg lyijynd laskettuna kuivapainosta
Enintiidn 10 mg/kg laskettuna kuivapainosta
Enintddn 1 mg/kg laskettuna kuivapainosta

Enintdin 1 mg/kg laskettuna kuivapainosta

E 954 SAKARIINI JA SEN Na-, K- JA Ca-SUOLAT

(I) SAKARIINI

Mairitelma
Kemiallinen nimi
Einecs
E-numero
Kemiallinen kaava
Subteellinen molekyylimassa

Pitoisuus

Kuvaus

Tunnistaminen

Liukoisuus

3-okso-2,3-dihydrobentso(d)isotiatsoli-1,1-dioksidi
201-321-0

E 954

C,H;NO;S

183,18

Vihintdin 99 % ja enintddn 101,0 % C,H;NO;S vedettomana.

Valkoiset kiteet tai valkoinen kiteinen jauhe, hajuton tai heikko aromaattinen tuoksu,
makea maku my6s hyvin laimeissa linoksissa. Arviolta 300—500 kertaa niin makea
kuin sakkaroosi.

Niukkaliukoinen veteen, liukoinen emiksisiin liuoksiin ja jonkin verran liukoinen
etanoliin.
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Puhtaus
Kuivaushivio
Sulamisvali
Arseeni
Seleeni
Lyijy
Raskasmetallit
Sulfaattitubka

Bentsoe- ja salisyylibappo

o-Tolueenisulfonamidi
p-Tolueenisulfonamidi
Bentsoehappo-p-sulfonamidi

Helposti hiiltyvit aineet

(II) NATRIUMSAKARIINI

Synonyymit

Mairitelma

Kemiallinen nimi

Einecs

E-numero

Kemiallinen kaava
Subteellinen molekyylimassa

Pitoisuus

Kuvaus

Tunnistaminen

Liukoisuus

Puhtaus

Kuivaushivié

Enintdan 1% (105 °C, 2 h)

226 °C—230 °C

Enintddn 3 mg/kg laskettuna kuivapainosta
Enintadn 30 mg/kg laskettuna kuivapaiposta
Enintadn 1 mg/kg laskettuna kuivapainosta
Enintddn 10 mg/kg lyijyna laskettuna kuivapainosta
Enintdin 0,2 % laskettuna kuivapainosta

Lisad 10 ml:aan aiemmin 5 pisaralla etikkahappoa happameksi tehtyyn 1:20 liuokseen
3 pisaraa noin 1-moolista rauta(IHl)kloridin vesiliuosta. Saostumaa tai violettia virii ei
esiinny.

Enintain 10 mg/kg laskettuna kuivapainosta
Enintadn 10 mg/kg laskettuna kuivapainosta
Enintaan 25 mg/kg laskettuna kuivapainosta

Ei esiinny

Sakariini, sakariinin natriumsuola

Natrium o-bentsosulfimidi, 2,3-dihydro-3-oksobentsisosulfonatsolin natriumsuola,
1,2-bentsisotiatsoliini-3-oni-1,1-dioksidin natriumsuolan dihydraatti

204-886-1

E 954
C;H4NNaO;5-2H,0
241,19

Vihintaan 99 % ja enintian 101 % C,H;NNaQ;S vedettomana.

Valkoiset kiteet tai valkoinen kiteinen kiteytyvi jauhe, hajuton tai mieto tuoksu, jossa
on voimakkaasti makea maku my6s hyvin laimeissa liuoksissa. Arviolta 300—500
kertaa niin makea kuin sakkaroosi laimeissa liuoksissa.

Vapaasti liukoinen veteen ja jonkin verran liukoinen etanoliin.

Enintaan 15 % (120 °C, 4 h)
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Arseeni
Seleeni

Lyijy
Raskasmetallit

Bentsoe- ja salisyylibappo

o-Tolueenisulfonamidi
p-Tolueenisulfonamidi

Bentsoehappo-p-sulfonamidi

Enintddn 3 mg/kg laskettuna kuivapainosta
Enintdan 30 mg/kg laskettuna kuivapainosta
Enintaidn 1 mg/kg laskettuna kuivapainosta
Enintddn 10 mg/kg lyijyna laskettuna kuivapainosta

Lisid 10 ml:aan aiemmin $ pisaralla etikkahappoa happameksi tehtyyn 1:20 liuokseen
3 pisaraa noin 1-moolista rauta(Ill)kloridin vesiliuosta. Saostumaa tai violettia virii ei
esiinny.

Enintdian 10 mg/kg laskettuna kuivapainosta
Enintdin 10 mg/kg laskettuna kuivapainosta

Enintddn 25 mg/kg laskettuna kuivapainosta

Helposti hiiltyvit aineet Ei esiinny
(IlI) KALSIUMSAKARIINI
Synonyymit ‘ Sakariini, sakariinin kalsiumsuola

Maiiritelma

Kemiallinen kaava

Einecs

E-numero

Kemiallinen kaava
Subteellinen molekyylimassa

Pitoisuus

Kuvaus

Tunnistaminen

Liukoisuus

Puhtaus

Kuivaushivio

Arseeni

Seleeni

Lyify

Raskasmetallit

Kalsium-o-bentsosulfimidi,
2,3-dihydro-3-oksobentsisosulfonatsolin kalsiumsuola,
1,2-bentsisotiatsoliini-3-oni-1,1-dioksidin kalsiumsuolan hydraatti (2:7)

229-349-9
E 954
C1aHsCaN,04S5-3%H,0
467,48

Vihintidin 95 % C4HgCaN,O,S; vedettdmana.

Valkoiset kiteet tai valkoinen, kiteinen, hajuton tai kevyesti tuoksuva jauhe, jossa on
voimakkaasti makea maku myos hyvin laimeissa liuoksissa. Arviolta 300—500 kertaa
niin makea kuin sakkaroosi laimeissa liuoksissa.

Vapaasti liukoinen veteen, liukoinen etanoliin.

Enintisin 13,5% (120 °C, 4 h)

Enintdin 3 mg/kg laskettuna kuivapainosta
Enintdin 30 mg/kg laskettuna kuivapainosta
Enintiin 1 mg/kg laskettuna kuivapainosta

Enintaian 10 mg/kg lyijyna laskettuna kuivapainosta
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Bentsoe- ja salisyylibappo

o-Tolueenisulfonamidi
p-Tolueenisulfonamidi

Bentsoehappo-p-sulfonamidi

Lis44d 10 ml:aan aiemmin 5 pisaralla etikkahappoa happameksi tehtyyn 1:20 liuokseen
3 pisaraa noin 1-moolista rauta(Il)kloridin vesiliuosta. Saostumaa tai violettia viria ei
esiinny.

Enintddn 10 mg/kg laskettuna kuivapainosta
Enintddn 10 mg/kg laskettuna kuivapainosta

Enintddn 25 mg/kg laskettuna kuivapainosta

Helposti biiltyvdt aineet Ei esiinny
(IV) KALIUMSAKARIINI
Synonyymit Sakariini, sakariinin kaliumsuola

Mairitelma

Kemiallinen kaava

Einecs

E-numero

Kemiallinen kaava
Subteellinen molekyylimassa

Pitoisuus

Kuvaus

Tunnistaminen

Liukoisuus

Puhtaus

Kuivaushivié
Arseeni
Seleeni

Lyijy
Raskasmetallit

Bentsoe- ja salisyylibappo

o-Tolueenisulfonamidi

p-Tolueenisulfonamidi

Kalium-o-bentsosulfimidi,
2,3-dihydro-3-oksobentsisosulfonatsolin kaliumsuola,
1,2-bentsisotiatsoliini-3-oni-1,1-dioksidin monohydraatin kaliumsuola

E 954
C,H,KNO;S-H,O
239,77

Vihintaian 99 % ja enintian 101 % C,H,KNO;S vedettomina.

Valkoiset kiteet tai valkoinen, kiteinen, hajuton tai kevyesti tuoksuva jauhe, jossa on
voimakkaasti makea maku myds hyvin laimeissa liuoksissa. Arviolta 300—500 kertaa
niin makea kuin sakkaroosi.

Vapaasti liukoinen veteen, jonkin verran liukoinen etanoliin.

Enintadn 8% (120 °C, 4 h)

Enintiin 3 mg/kg laskettuna kuivapainosta
Enintddn 30 mg/kg laskettuna kuivapainosta
Enintiin 1 mg/kg laskettuna kuivapainosta
Enintddn 10 mg/kg lyijyna laskettuna kuivapainosta

Lisd4 10 ml:aan aiemmin 5 pisaralla etikkahappoa happameksi tehtyyn 1:20 liuokseen
3 pisaraa noin 1-moolista rauta(Ill)kloridin vesiliuosta. Saostumaa tai violettia virid ei
esiinny.

Enintadn 10 mg/kg laskettuna kuivapainosta

Enintiin 10 mg/kg laskettuna kuivapainosta
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Bentsoehappo-p-sulfonamidi

Helposti biiltyvit aineet

E 957 TAUMATIINI

Synonyymit

Mairitelmi -

Kemiallinen nimi

Einecs
E-numero
Kemiallinen kaava

Subteellinen molekyylimassa

Pitoisuus

Kuvaus

Tunnistaminen

Linkoisuus

Puhtaus
Kuivaushivio
Hiilihydraatit
Sulfaattitubka
Alumiini
Arseeni
Lyijy

Mikrobiologiset vaatimukset

Enintddn 25 mg/kg laskettuna kuivapainosta

Ei esiinny

Taumatiinia saadaan vedelld (pH 2,5—4,0) uuttamalla lajin Thaumatococcus daniellii
(Benth) luonnollisten kantojen hedelmien siemenvaipoista, ja se koostuu pddosin
Taumatiini I ja Taumatiini II valkuaisaineista yhdessd raaka-aineesta peraisin olevien
kasviainesosien vihiisten maarien kanssa.

258-822-2

E 957

207 aminohapon polypeptidi

Taumatiini I 22209

‘Taumatiini II 22293

Vihintddn 16 % typped kuiva-aineesta, joka vastaa vihintddn 94 % valkuaisaineita
(N x 5,8). :

Hajuton, kermanvirinen ja hyvin makea jauhe. Arviolta 2 000—3 000 kertaa niin
makea kuin sakkaroosi.

Hyvin liukoinen veteen, liukenematon asetoniin.

Enintddn 9% (105 °C vakiopainoon)
Enintddn 3,0 % laskettuna kuivapainosta
Enintddn 2,0 % laskettuna kuivapainosta
Enintddan 100 mg/kg laskettuna kuivapainosta
Enintddn 3 mg/kg laskettuna kuivapainosta
Enintdian 3 mg/kg laskettuna kuivapainosta

Aerobisten mikro-organismien kokonaismaira: Enimmaismaira 1 000/g Escherichia
coli.: Ei saa esiintyd 1 g:ssa.

E 959 NEOHESPERIDIINI DIHYDROKALKONI

Synonyymit

Mairitelma

Kemiallinen kaava

Neohesperidiinidihydrokalkoni, NHDC, hesperetiindihydrokalkoni-4’-B-neohesperido-
sidi, neohesperidiini DC

2-0-0-L-ramnopyranosyyli-4’-8-D-glukopyranosyylihesperetiini DC; saadaan neohes-
peridiinin katalyyttisesta hydrauksesta.
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Einecs

E-numero

Kemiallinen kaava
Subteellinen molekyylimassa

Pitoisuus

Kuvaus

Tunnistaminen

A. Liukoisuus

B. Ultraviolettiabsorptiomaksimi

C. Neun koe

Puhtaus
Kuivaushivié
Sulfaattitubka
Arseent
Lyiy

Raskasmetallit

243-978-6
E 959
CasHG36015
612,6

Vihintiian 96 % kuiva-aineesta.

Harmahtava, hajuton, kiteinen jauhe, jolle on ominaista voimakkaasti makea maku.
Arviolta 1 000—1 800 kertaa niin makea kuin sakkaroosi.

Vapaasti liukoinen kuumaan veteen, hyvin niukkaliukoinen kylméan veteen, melkein
liukenematon eetteriin ja bentseeniin.

282—283 nmussd liuoksessa, jossa on 2 mg 100 ml:ssa metanolia.

Liuota n. 10 mg neohesperidiini DC:td 1 ml:aan metanolia, lisdd 1 ml 1% 2-
aminoetyylidifenyyliboraatin metanolilivosta. Syntyy kirkkaankeltainen viri.

Enintidn 11% (105 °C, 3 h)

Enintadn 0,2 % laskettuna kuivapainosta

Enintddn 3 mg/kg laskettuna kuivapainosta
Enintaian 2 mg/kg lyijyna laskettuna kuivapainosta

Enintaan 10 mg/kg lyijyna laskettuna kuivapainosta
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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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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.
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