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L 178/20 EIROPAS KOPIENU OFICIALAIS VESTNESIS 28.7.1995.

KOMISIJAS SESTA DIREKTIVA 95/32/EK
(1995. gada 7. jilijs)

attieciba uz analizes metodém, kas vajadzigas, lai parbauditu kosmétikas lidzeklu sastavu

(dokuments attiecas uz EEZ)

EIROPAS KOPIENU KOMISIJA,
nemot véra Eiropas Kopienas dibinasanas ligumu,

nemot véra Padomes 1976. gada 27. jalija Direktivu
76/768[EEK par dalibvalstu tiesibu aktu tuvinasanu attieciba
uz kosmétikas lidzekliem ('), kura jaunakie grozijumi izdariti ar
Direktivu 94/32/EK (3), un jo ipasi tas 8. panta 1. punktu,

ta ka Direktiva 76/768[EEK ir paredzéta kosmétikas lidzeklu
oficiala testé$ana, lai nodrosinatu to Kopienas noteikumos
izklastito nosacfjumu izpildi, kuri attiecas uz kosmeétikas lid-
zeklu sastavu;

ta ka pec iespgjas isa laika biitu janosaka visas vajadzigas
analizes metodes; ta ka dazas metodes jau ir pienemtas Komi-
sijas  Direktiva 80/1335/EEK (}), kas grozita ar Direktivu
87/143[EEK (%), Direktiva 82/434/EEK (°), kura grozita ar Direk-
fivu  90/207/EEK (), Direktiva 83/514/EEK (), Direktiva
85/490/EEK (") un Direktiva 93/73/EEK ();

ta ka sestais posms ir benzoskabes, 4-hidroksibenzoskabes,
sorbinskabes, salicilskabes un propionskabes kvalitativa un
kvantitativa noteikSana kosmétikas lidzeklos un hidrohinona,
hidrohinona monometilétera, hidrohinona monoetilétera un
hidrohinona monobenzilétera kvalitativa un kvantitativa noteik-
Sana kosmétikas lidzeklos;

ta ka Saja direktiva paredzétie pasakumi ir saskapa ar atzi-
numu, ko sniegusi komiteja, kura izveidota, lai Direktivu
76/768[EEK pielagotu tehnikas attistibai,

IR PIENEMUSI SO DIREKTIVU.

1. pants

Dalibvalstis veic visus pasakumus, kas vajadzigi, lai nodrosinatu
to, ka, oficiali testéjot kosmétikas lidzeklus,
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OV L 181, 15.7.1994., 31. Ipp.
OV L 383, 31.12.1980., 27. Ipp.
OV L 57, 27.2.1987., 56. Ipp.
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OV L 108, 28.4.1990., 92. Ipp.
OV L 291, 24.10.1983., 9. Ipp.
OV L 295, 7.11.1985., 30. Ipp.
OV L 231, 14.9.1993,, 34. Ipp.
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— kvalitativi un kvantitativi noteic benzoskabi, 4-hidroksiben-
zoskabi, sorbinskabi, salicilskabi un propionskabi,

— kvalitativi un kvantitativi noteic hidrohinonu, hidrohinona
monometiléteri, hidrohinona monoetiléteri un hidrohinona
monobenziléteri

saskana ar pielikuma aprakstitajam metodém.

2. pants

1. Dalibvalstis ne velak ka 1996. gada 30. septembri stajas
speka normativie un administrativie akti, kas vajadzigi, lai
izpilditu $is direktivas prasibas. Par to dalibvalstis talit informe
Komisiju.

Kad dalibvalstis pienem minétos noteikumus, tajos ietver atsau-
ci uz 3o direktivu, vai ari $adu atsauci pievieno to oficialai
publikacijai. Dalibvalstis pienem procediiru $adu atsaucu izdari-
Sanai.

2. Dalibvalstis dara Komisijai zinamus savus tiesibu aktu
noteikumus, ko tas pienem joma, uz kuru attiecas 31 direktiva.
3. pants
Si direktiva stajas spéka divdesmitaja diena péc tas publicésanas

Eiropas Kopienu Oficialaja VestnesT.
4. pants

ST direktiva ir adreséta dalibvalstim.

Briselé, 1995. gada 7. julija

Komisijas varda —
Komisijas locekle
Emma BONINO
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PIELIKUMS

I. BENZOSKABES, 4-HIDROKSIBENZOSKABES, SORBINSKABES, SALICILSKABES UN PROPIONSKABES KVALITATIVA

2.1.

2.2.

2.3.

2.4.

2.5.

2.6.

2.7.

2.8.

2.9.

2.10.

2.13.

2.14.

2.15.

2.16.

2.17.

UN KVANTITATIVA NOTEIKSANA KOSMETIKAS LIDZEKLOS

Piemérosanas joma un nozare

Ar 30 metodi kvalitativi un kvantitativi noteic benzoskabi, 4-hidroksibenzoskabi, sorbinskabi, salicilskabi un
propionskabi kosmétikas lidzeklos. Atseviskas procediiras ir aprakstitas So konservantu kvalitativai noteiksanai;
propionskabes kvantitativai noteik3anai; 4-hidroksibenzoskabes, salicilskabes, sorbinskabes un benzoskabes
kvantitativai noteik3anai.

Noteikums
Ar 3o metodi kvantitativi noteiktos benzoskabes, 4-hidroksibenzoskabes, salicilskabes un propionskabes

daudzumus izsaka brivo skabju masas procentos.

KVALITATIVA NOTEIKSANA.

Princips

Péc konservantu ekstrakcijas ar skabi/bazi ekstraktu analizé planslana hromatografija, derivatizgjot uz
plaksnites. Atkariba no rezultatiem kvantitativas noteiksanas rezultatu apstiprina augstas izskirtspéjas skidruma
hromatografija vai — propionskabei — gazu hromatografija.

Reagenti

Visparigi noteikumi.

Visiem reagentiem jabit ar analitisku kvalitati. Jaizmanto destiléts vai vismaz lidzvértigas kvalitates ddens.
Acetons.

Dietiléteris.

Acetonitrils.

Toluols.

n-heksans.

Skidrs parafins.

4 M salsskabe.

4 M kalija hidroksida skidums.
Kalcija hlorids, CaC12~2H20.
Litija karbonats, Li,CO,.
2-brom-2’-acetonaftons.
4-hidroksibenzoskabe.
Salicilskabe.

Benzoskabe.

Sorbinskabe.

Propionskabe.
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2.18. Standartskidumi.
Sagatavo visu piecu konservantu (2.13. lidz 2.17. iedala) 0,1 % (m/V) $kidumus dietilétert.

2.19. Derivatizacijas reagents.
0,5 % (m[V) 2-brom-2-acetonaftona (2.12. iedala) $kidums acetonitrila (2.4. iedala) (50 mg/10 ml). Sis
Skidums biitu jagatavo katru nedélu un jaglaba ledusskapi.

2.20. Katalizatora skidums.
0,3 % (m/V) litija karbonata (2.11. iedala) skidums fideni (300 mg/100 ml). Sis skidums biitu jagatavo tiesi
pirms izmanto$anas.

2.21. AttistoSais $kidinatajs.
Toluols (2.5. iedala)/acetons (2.2. iedala) (20:0,5 V|V).

2.22. Skidrs parafins (2.7. iedala)/n-heksans (2.6. iedala) (1:2 V/V).

3. Iekarta
Parastais laboratorijas aprikojums.

3.1. Udens vanna, kura var uzturét 60 °C temperatiiru.

3.2. AttistiSanas kamera.

3.3. Ultravioletas gaismas avots, 254 un 366 nm.

3.4. Planslanu plates, Kieselgel 60, bez fluorescenta indikatora, 20 x 20 cm, slapa biezums - 0,25 mm,
koncentracijas zona — 2,5 x 20 cm (Merck 11845 vai lidzvértigas).

3.5. Mikroglirce, 10 pl.

3.6. Mikroslirce, 25 pl.

3.7. Zavésanas skapis, kura var uzturét 105 °C temperatiiru

3.8. Stikla mégenes, 50 ml, ar skriivéjamu vacigu.

3.9. Filtrpapirs ar 90 mm diametru, Schleicher & Schull, Weissband Nr. 5892 vai lidzveértigs.

3.10. Universalais pH indikatorpapirs, pH 1 — 11.

3.11. Stikla parauga mégenes, 5 ml.

3.12. Rotacijas ietvaicétajs (Rotavapor vai lidzvertigs).

3.13. Elektriska plitina.

4, Procediira

4.1. Parauga gatavoSana.

lesver aptuveni 1 g parauga 50 ml stikla mégené ar skriivéjamu vacinu (3.8. iedala). Pievieno Cetrus pilienus
4 M salsskabes (2.8. iedala) un 40 ml acetona (2.2. iedala). Stipri baziskiem kosmétikas lidzekliem, pieméram,
tualetes ziepém, biitu japievieno 20 pilieni 4 M salsskabes (2.8. iedala). Ar indikatorpapiru (3.10. iedala)
parbauda, vai pH ir aptuveni divi. Noslédz mégeni un vienu mindti spécigi krata.

Ja konservantu ekstrakcija acetona fazé japaatrina, tad maisjjumu uzmanigi uzsilda lidz apméram 60 °C, lai
iegtitu skidru fazi.

Atdzesé skidumu lidz istabas temperatiirai un izfiltré caur filtrpapiru (3.9. iedala) koniska kolba.
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4.2.

2.1.

2.2.

2.3.

Parnes 20 ml filtrata uz 200 ml konisko kolbu, pievieno 20 ml Gdens un sajauc. Ar 4 M kalija hidroksidu
(2.9. iedala) noregulé maisjjuma pH aptuveni uz 10, mérot pH ar indikatorpapiru.

Pievieno 1 g kalcija hlorida (2.10. iedala) un spécigi sakrata. Izfiltré caur filtrpapiru (3.9. iedala) 250 ml
dalamaja piltuve, kur ir 75 ml dietilétera (2.3. iedala), un spécigi krata vienu minati. Lauj, lai atdalas tdens
faze, un nostic to 250 ml koniskaja kolba. Izlej &tera slani. Izmantojot indikatorpapiru (3.10. iedala), noregulé
tdens skiduma pH aptuveni uz divi ar 4 M salsskabes $kidumu (2.8. iedala). Pievieno 10 ml dietilétera
(2.3. iedala), noslédz kolbu un spécigi krata vienu mindti. Lauj, lai atdalas &tera slanis, un parnes to uz
rotacijas ietvaicétaju (3.12. iedala). Izlej tidens slani.

[ztvaicé Etera slani gandriz sausu un atlikumu vélreiz iz3kidina 1 ml dietilétera (2.3. iedala). Parnes skidumu
uz parauga mégeni (3.11. iedala).

Planslana hromatografija.

Katram standartam un paraugam, kuram paredzéts uzpemt hromatogrammu, ar §lirci (3.5. iedala) vienados
attalumos uz planslana hromatografijas plates (3.4. iedala) starta linijas koncentracijas zona uznes 3 pl litija
karbonata $kiduma (2.20. iedala) un Zavé auksta gaisa plasma.

Parnes planslana hromatografijas plati uz plitinu (3.13. iedala), kas sakarséta lidz 40 °C, lai plankumus
saglabatu péc iespéjas mazus. Ar mikroslirci (3.5. iedala) uznes 10 pl katra standartskiduma (2.18. iedala) un
parauga Skiduma (4.1. iedala) uz plates starta linijas, tiei tajos punktos, kur uzlikts litija karbonata skidums.

Beidzot uznes uz plates apméram 15 pl derivatizacijas reagenta (2.19. iedala) (2-brom-2-acetonaftona
skiduma) tiesi tajos punktos, kur uzlikti standarta/parauga $kidumi un litija karbonata $kidums.

Planslana hromatografijas plati 45 mindtes karsé ZaveSanas skapi (3.7. iedala) 80°C. Kad plate atdzeséta,
kamera (3.2. iedala), kas 15 mintes stabilizéta (bez filtrpapira izklajuma), to attista ar 2.21. iedala noradito
attistisanas $kidinataju (toluols/acetons), lidz $kidinataja fronte pavirzas par 15 cm (var bit vajadzigas
apméram 80 miniites).

Atdzesé plati auksta gaisa plisma un apskata iegiitos plankumus ultravioleta gaisma (3.3. iedala). Lai uzlabotu
vajo plankumu fluorescenci, planslana hromatografijas plati var iegremdét $kidra parafina/n-heksana (2.22. ie-
dala).

Kvantitativa noteiksana
Aprekina katra plankuma Rf vértibu.
Salidzina parauga un standarta $kidumu Rf un izmainas ultravioletajos staros.

Izdara iepriekséju secindjumu par konservantu klatbatni un identitati. Veic augstas izskirtspéjas planslana
hromatografiju, ka aprakstits B iedala, vai — ja izradas, ka parauga ir propionskabe — gazu hromatografiju, ka
aprakstits C iedala. Salidzina izdaliSanas laikus ar standarta $kidumu izdaliSanas laikiem.

Galigi kvalitativi nosakot konservantus paraugd, nem véra planslana hromatografijas un augstas iz3kirtspéjas

planslana hromatografijas vai gazu hromatografijas rezultatus.

BENZOSKABES, 4-HIDROKSIBENZOSKABES, SORBINSKABES UN SALICILSKABES KVANTITATIVA NOTEIK-
SANA.

Princips

Péc skabinasanas paraugu ekstrahé ar etanola un tdens maisjumu. Péc filtréSanas konservantus kvantitativi
noteic augstas izskirtsp&jas skidruma hromatografija.

Reagenti

Visiem reagentiem jabat ar analitisku kvalitati un attiecigos gadijumos piemérotiem augstas izskirtspéjas
planslana hromatografijai. Jaizmanto destiléts vai vismaz lidzvertigas kvalitates Gdens.

Absolitais spirts.

4-hidroksibenzoskabe.
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2.4. Salicilskabe.

2.5. Benzoskabe.

2.6. Sorbinskabe.

2.7. Natrija acetats (CH,COONa-3H,0).

2.8. Etikskabe, (a),= 1,05 g/ml.

2.9. Acetonitrils.

2.10. 2 M sérskabe.

2.11. 0,2 M kalija hidroksida skidums.

2.12. 2-metoksibenzoskabe.

2.13. Etanola/idens maisjjums.
Sajauc devinas tilpuma vienibas etanola (2.2. iedala) un vienu tilpuma vienibu Gdens (2:1).

2.14. leksgja standarta Skidums.
Sagatavo $kidumu, kas satur apméram 1 g 2-metoksibenzoskabes (2.12. iedala) 500 mililitros etanolaftdens
maisijuma (2.13. iedala).

2.15. Kustiga faze augstas izskirtsp&jas planslana hromatografijai.

2.15.1.  Acetata buferSkidums: 1 1 Gdens pievieno 6,35 g natrija acetita (2.7. iedala) un 20,0 ml etikskabes
(2.8. iedala) un sajauc.

2.15.2.  Sagatavo kustigo fazi, sajaucot devinas tilpuma vienibas acetata buferskiduma (2.15.1. iedala) un vienu tilpuma
vienibu acetonitrila (2.9. iedala).

2.16. Konservanta standart$kidums.
Precizi iesver aptuveni 0,05 g 4-hidroksibenzoskabes (2.3. iedala), 0,2 g salicilskabes (2.4. iedala), 0,2 g
benzoskabes (2.5. iedala) un 0,05 g sorbinskabes (2.6. iedala) 50 ml mérkolba un uzpilda lidz zimei ar
etanola/idens maisjjumu (2.13. iedala). So skidumu glaba ledusskapi. Skidums ir stabils vienu nedélu.

2.17. Konservantu standartskidumi.
Attiecigi 8,00, 4,00, 2,00, 1,00 un 0,50 ml standartskiduma (2.16. iedala) parnes uz 20 ml mérkolbam. Katra
kolba pievieno 10,00 ml iek3gja standarta Skiduma (2.14. iedala) un 0,5 ml 2 M sérskabes (2.10. iedala).
Uzpilda lidz zimei ar etanola/tdens maisjjumu (2.13. iedala). Sie $kidumi jagatavo tiesi pirms izmanto$anas.

3. Iekarta
Parastais laboratorijas aprikojums un

3.1. tdens vanna, kura temperatiira noreguléta uz 60 °C;

3.2. augstas izskirtsp&jas Skidruma hromatografs ar mainama vilnu garuma ultravioleto staru detektoru un 10 pl
ievadisanas cilpy;

3.3. hromatografijas kolonna —
neriiséjosa térauda, 12,5 lidz 25 cm gara, ar 4,6 mm icksGo diametru un Nucleosil 5C18 vai lidzvértigu
pildijumu;

3.4. filtrpapirs ar 90 mm diametru, Schleicher & Schull, Weissband Nr. 5892 vai lidzvertigs;

3.5. stikla mégenes, 50 ml, ar skrivéjamu vacinu;
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3.6.

3.7.

4.2.

4.2.1.

4.2.2.

stikla parauga mégenes, 5 ml;

varkermeni, 2 lidz 4 mm, karborunda vai lidzvértigi.

Procediira
Parauga gatavoSana.
Parauga gatavoSana, nepievienojot iek$o standartu.

lesver 1 g parauga 50 ml stikla mégené ar skriivéjamu vacinu (3.5. iedala). Ar pipeti mégené iepilina 1,00 ml
2 M serskabes (2.10. iedala) un 40,0 ml etanolajidens maisjuma (2.13. iedala). Pievieno aptuveni 1 g
varkermenu (3.7. iedala), noslédz mégeni un spécigi krata vismaz vienu mindti, lidz rodas vienmériga
suspensija. Lai paatrinatu konservantu ekstrakciju etanola faze, liek mégeni tiesi uz piecam minitém tdens
vanna (3.1. iedala), kur uztur 60 °C.

Talit atdzesé mégeni auksta Gdens striikla un vienu stundu tur ekstraktu 5 °C.

Izfiltré ekstraktu caur filtrpapiru (3.4. iedala). Parnes aptuveni 2 ml ekstrakta uz parauga mégeni (3.6. iedala).
Tur ekstraktu 5 °C, un 24 stundas veic kvantitativu noteikSanu augstas iz3kirtspéjas planslana hromatografija.

Parauga gatavosana, pievienojot iek3gjo standartu.

Ar precizitati lidz treSajai zimei aiz komata iesver 1 * 0,1 g (a grami) parauga 50 ml stikla mégené ar
skrivéjamu vacinu (3.5. iedala). Ar pipeti mégené iepilina 1,00 ml 2 M sérskabes (2.10. iedala) un 30,0 ml
etanola/idens maisijuma (2.13. iedala). Pievieno aptuveni 1 g varkermenu (3.7. iedala) un 10,00 ml ieksgja
standarta $kiduma (2.14. iedala). Noslédz mégeni un spécigi krata vismaz vienu mindti, lidz rodas vienmériga
suspensija. Lai paatrinatu konservantu ekstrakciju etanola fazg, lick mégeni tiesi uz piecam minitém tdens
vanna (3.1. iedala), kur uztur 60 °C.

Talit atdzesé mégeni auksta tdens strikla, un vienu stundu tur ekstraktu 5 °C.

Izfiltré ekstraktu caur filtrpapiru (3.4. iedala). Parnes aptuveni 2 ml filtrata uz parauga mégeni (3.6. iedala).
Tur filtratu 5 °C, un 24 stundas veic kvantitativo noteikSanu augstas izskirtsp&jas planslana hromatografija.

Augstas izskirtspéjas skidruma hromatografija.
Kustiga faze: acetonitrila/acetata buferskidums (2.15. iedala).

Noregulé kustigas fazes plasmas atrumu cauri kolonnai uz 2,0 + 0,5 ml/minaté. Detektora vilpu garumu
noregulé uz 240 nm.

Kalibrésana.

levada katra konservanta standartskiduma (2.17. iedala) 10 pl devu skidruma hromatografa (3.2. iedala). Péc
ieglitajam hromatogrammam noteic konservantu standartskidumu piku augstumu attiecibas pret iekséja
standarta pika augstumu. Konstrué katra konservanta likni, attiecinot §is attiecibas pret standartskidumu
koncentracijam.

Noteic, vai kalibréjot ar standartskidumiem, ieg@ist linearu sakaribu.
Kvantitativa noteik3ana.

levada 10 pl parauga ekstrakta (4.1.1. iedala) skidruma hromatografa (3.2. iedala) un uznem hromatogrammu.
levada 10 pl viena konservanta standartskiduma (2.17. iedala) un uznem hromatogrammu. Salidzina iegiitas
hromatogrammas. Ja parauga ekstrakta (4.1.1. iedala) hromatogramma nav neviena pika ar aptuveni tadu pasu
izdaliSanas laiku, kads ir 2-metoksibenzoskabei (ieteicams ieksgjais standarts), tad Skidruma hromatografa
ievada 10 pl parauga ekstrakta, kam pievienots ieksgjais standarts (4.1.2. iedala), un uzpem hromatogrammu.

Ja parauga ekstrakta (4.1.1. iedala) hromatogramma ir traucgjosas vielas pikis, kura izdaliSanas laiks ir
aptuveni vienads ar 2-metoksibenzoskabes pika izdaliSanas laiku, tad butu jaizvélas cits ick3Gjais standarts.
(Ja kada analiz§jama konservanta nav parauga hromatogramma, tad So konservantu var izmantot ka
alternativu ieks€jo standartu.)

Noteic, vai iegiitas standartSkiduma un parauga $kiduma hromatogrammas atbilst $adam prasibam:

— minimalais divu piku atdalijums ir vismaz 0,90. (Skatit 1. attélu, ka definéts piku atdalijums.)
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1. attels. Piku atdalijums

Ja nav panakts vajadzigais atdalijums, biitu vai nu jaizmanto efektivaka kolonna, vai bitu jaregulé kustigas
fazes sastavs, lidz panak atbilstibu prasibam;

— visu iegiito piku asimetrijas faktors A_ir no 0,9 lidz 1,5. (Skatit 2. attélu, ka definéts piku asimetrijas
faktors.) Lai uznemtu hromatogrammu asimetrijas faktora noteik3anai, ieteicamais pasrakstitaja atrums ir

vismaz 2 ¢cm mindté.

/
/
//( ) - Ah/10
— &

2. attels. Piku asimetrijas faktors

.<v_444__44444__44~_44_4‘-__

— legist stabilu bazes liniju.

5. Aprékins.

Skabo konservantu koncentraciju parauga $kiduma aprékina péc konservantu piku augstumu attiecibas pret 2-
metoksibenzoskabes (ieksgja standarta) pika augstumu un kalibréSanas liknes. Aprékina benzoskabes, 4-
hidroksibenzoskabes, sorbinskabes vai salicilskabes saturu parauga masas procentos (x) péc formulas:

~100-20-b b
~ 10%.a  500-a

x; % (m/m)

kur
a = analizéama daudzuma (4.1.2. iedala) masa gramos,
b = konservanta koncentracija (ug/ml) parauga ekstrakta (4.1.2. iedala), ko nolasa no kalibrésanas liknes.
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7.1.

7.2.

4.1.

4.2.

4.3.

4.4.

4.5.

4.6.

Atkartojamiba (')

No viena parauga ar 0,40 % 4-hidroksibenzoskabes saturu divas paralélas kvantitativas noteikSanas iegtto
rezultatu starpibai nevajadzétu parsniegt absolitu 0,035 % vértibu.

No viena parauga ar aptuveni 0,50 % benzoskabes saturu divas paralélas kvantitativas noteikSanas iegiito
rezultatu starpibai nevajadzétu parsniegt absoliitu 0,050 % vértibu.

No viena parauga ar aptuveni 0,50 % salicilskabes saturu divas paralélas kvantitativas noteikSands iegiito
rezultatu starpibai nevajadzétu parsniegt absoltu 0,045 % vértibu.

No viena parauga ar aptuveni 0,60 % sorbinskabes saturu divas paralélas kvantitativas noteik3anas iegtito
rezultatu starpibai nevajadzétu parsniegt absolatu 0,035 % vértibu.

Piezimes

Metodes rupjas parbaudes rezultati liecina, ka sérskabes daudzums, ko pievieno, lai ekstrahétu skabes no
parauga, ir kritisks, un parauga daudzuma robezas biitu jasaglaba atbilstigi prieksrakstiem.

Ja ir velams, var izmantot piemérotu aizsargkolonnu.

PROPIONSKABES KVANTITATIVA NOTEIKSANA.

Piemeérosanas joma un nozare

S$i metode ir piemérota propionskabes kvantitativai noteikianai kosmétikas lidzeklos, ja tas koncentricija
neparsniedz 2 %.

Noteikums

Ar 30 metodi noteikto propionskabes koncentraciju izsaka kosmétikas lidzekla masas procentos (% m/m).

Princips

Kad propionskabe ir ekstrahéta no kosmeétikas lidzekla, to kvantitativi noteic gazu hromatografija, ka ieksgjo
standartu izmantojot 2-metilpropionskabi.

Reagenti

Visiem reagentiem jabat ar analitisku tiribu; jaizmanto destiléts vai lidzvertigas kvalitates Gidens.
Etanols, 96 % (V/V).

Propionskabe.

2 -metilpropionskabe.

Ortofosforskabe, 10 % (m/V).

Propionskabes skidums.

Precizi iesver aptuveni 1,00 g (p grami) propionskabes 50 ml mérkolba un uzpilda lidz zimei ar etanolu
(4.1. iedala).

leksgja standarta skidums.

Precizi iesver aptuveni 1,00 g (e grami) 2-metilpropionskabes 50 ml mérkolba un uzpilda lidz zimei ar
etanolu (4.1. iedala).

() 1SO 5725
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5. Iekarta
5.1. Parastais laboratoriju aprikojums un
5.2 gazu hromatografs ar liesmas jonizacijas detektoru;
5.3. stikla mégene (20 x 150 mm) ar skriivéjamu vacinu;
5.4. tdens vanna, kas noreguléta uz 60 °C;
5.5. 10 ml stikla 3lirce ar membranfiltru (poru diametrs 0,45 pm).
6. Procediira
6.1. Parauga gatavoSana.
6.1.1.  Parauga gatavosana bez iek$¢a standarta.
Stikla mégené (5.3. iedala) iesver aptuveni 1 g parauga. Pievieno 0,5 ml fosforskabes (4.4. iedala) un 9,5 ml
etanola (4.1. iedala).
Noslédz mégeni un spécigi sakrata. Ja vajadzigs, lai pilnigi izskistu lipidu faze, liek mégeni uz piecam
miniitém {#dens vanna, kur ir 60 °C (5.4. iedala). Atri atdzesé tekosa wdeni. Izfiltré dalu Skiduma ar
membranfiltru (5.5. iedala). Filtratam veic hromatografiju taja pasa diena.
6.1.2. Parauga gatavosana, pievienojot iek3gjo standartu.
Ar precizitati lidz treSajai zimei aiz komata stikla mégené (5.3. iedala) iesver 1 + 0,1 g (a grami) parauga.
Pievieno 0,5 ml fosforskabes (4.6. iedala) un 0,50 ml ieksgja standarta skiduma (4.6. iedala) un 9 ml etanola
(4.1. iedala).
Noslédz megeni un spécigi sakrata. Ja vajadzigs, lai pilnigi izskistu lipidu faze, lick mégeni uz piecam
minGitém tdens vanna, kur sasildita lidz 60 °C (5.4. iedala). Atri atdzesé teko$a deni. Izfiltré dalu skiduma
ar membranfiltru (5.5. iedala). Filtrata hromatografiju veic taja pasa diena.
6.2. Apstakli, veicot gazu hromatografiju.
leteicami ir $adi darba apstakli:
kolonna
neriisgjoss térauds,
garums 2 m,
diametrs 1/8 7,
pildijums 10 % SP™ 1000 (vai lidzvértigs) + 1 % H,PO, uz Chromosorb WAW ar dalinu izméru no
100 lidz 120,
temperatiira
inZektors 200 °C,
kolonna 120 °C,
detektors 200 °C,
nesgjgaze slapeklis,
pliasma 25 ml/min.
6.3. Hromatografija.
6.3.1.  Kalibrésana.

Uz kalibrétam 20 ml kolbam ar pipeti attiecigi parnes 0,25, 0,50, 1,00, 2,00 un 4,00 ml propionskabes
skiduma (4.5. iedala). Ar pipeti uz katru mérkolbu parnes 1,00 ml ieksgja standarta $kiduma (4.6. iedala);
uzpilda lidz zimei ar etanolu (4.1. iedala) un sajauc. Ta sagatavotajos $kidumos ir e mg/ml 2-metilpropion-
skabes, kas ir iek$¢jais standarts (tas ir, 1 mg/ml, ja e = 1000) un p/4, p/2, p, 2p, 4p mg/ml propionskabes
(tas ir, 0,25, 0,50, 1,00, 2,00, 4,00 mg/ml, ja p = 1000).

levada 1 pl katra 33 skiduma un, atziméjot propionskabes/2-metilpropionskabes masas attiecibu uz x ass un
attiecigo piku laukumu attiecibu uz y ass, iegiist kalibrésanas likni.
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7.1.

7.2.

Katru $kidumu ievada tris reizes un aprékina vidgjo piku laukumu attiecibu.
Kvantitativa noteiksana.

levada 1 pl parauga filtrata (6.1.1. iedala). Salidzina hromatogrammu ar viena standarta $kiduma hromato-
grammu (6.3.1. iedala). Ja kada pika izdaliSanas laiks ir aptuveni vienads ar 2-metilpropionskabei atbilstigo
izdaliSanas laiku, tad nomaina iek$¢jo standartu. Ja nav nekadu traucgjosu faktoru, tad ievada 1 pl parauga
filtrata (6.1.2. iedala) un izméra propionskabes pika un ick3gja standarta pika laukumu.

Katru $kidumu ievada tris reizes un aprékina vidgjo piku laukumu attiecibu.

Aprekini

No kalibrésanas liknes, ko iegiist saskana ar 6.3.1. iedalu, nolasa masas (K) attiecibu, kura atbilst piku
laukumu attiecibai, ko aprékina saskana ar 6.3.2. iedaju.

No ta ieglitas masas attiecibas aprékina propionskabes saturu parauga (X) masas procentos péc formulas:

0,5-100 -
22 e ¢ €
50-a a

X % (m/m) =K

kur

K = attieciba, ko aprékina saskana ar 7.1. iedalu,

e = saskand ar 4.6. iedalu svérta ick3gja standarta masa gramos,
a = saskapa ar 6.1.2. iedalu svérta parauga masa gramos.

Rezultatu noapalo lidz vienai zimei aiz komata.

Atkartojamiba ()

No viena parauga ar 2 % (m/m) propionskabes saturu divas paralélas kvantitativas noteikSanas iegiito
rezultatu starpibai nevajadzétu parsniegt 0,12 %.

II. HIDROHINONA, HIDROHINONA MONOMETILETERA, HIDROHINONA MONOETILETERA UN HIDROHINONA

MONOBENZILETERA KVALITATIVA UN KVANTITATIVA NOTEIKSANA KOSMETIKAS LIDZEKLOS

KVANTITATIVA NOTEIKSANA.

Piemérosanas joma un nozare

Ar $0 metodi noteic un kvalitativi noteic hidrohinonu, hidrohinona monometiléteri, hidrohinona monoetiléteri
un hidrohinona monobenziléteri (monobenzonu) kosmétikas lidzeklos, kas paredzéti adas balinasanai.

Princips

Hidrohinonu un ta éterus kvalitativi noteic planslana hromatografija.

Reagenti

Visiem reagentiem jabiit ar analitisku kvalitati.

() 1SO 5725
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3.1.

3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

3.8.

3.9.

3.11.1.

3.11.2.

3.11.3.

3.11.4.

3.16.2.

Etanols, 96 % (V/V).

Hloroforms.

Dietiléteris.

Hloroforms|/dietiléteris, 66:33 (V[V).
Amonjaks, 25 % (m/m) (d,* = 0,91 g/ml).
Askorbinskabe.

Hidrohinons.

Hidrohinona monometiléteris.

Hidrohinona monoetiléteris.

Hidrohinona monobenziléteris (monobenzons).
Standartskidumi.

Standartskidumi biitu jagatavo tiesi pirms izmantosanas, un tie ir stabili vienu dienu.

lesver 0,05 g hidrohinona (3.7. iedala) 10 ml meégené ar iedalam. Pievieno 0,250 g askorbinskabes
(3.6. iedala) un 5 ml etanola (3.1. iedala). Pievieno amonjaku (3.5. iedala), lidz pH ir 10, un uzpilda lidz
10 ml tilpumam ar etanolu (3.1. iedala).

lesver 0,05 g hidrohinona monometilétera (3.8. iedala) 10 ml meégené ar iedalam. Pievieno 0,250 g
askorbinskabes (3.6. iedala) un 5 ml etanola (3.1. iedala). Pievieno amonjaku (3.5. iedala), lidz pH ir 10, un
uzpilda lidz 10 ml tilpumam ar etanolu (3.1. iedala).

lesver 0,05 g hidrohinona monoetilétera (3.9. iedala) 10 ml mégené ar iedalam. Pievieno 0,250 g askorbin-
skabes (3.6. iedala) un 5 ml etanola (3.1. iedala). Pievieno amonjaku (3.5. iedala), lidz pH ir 10, un uzpilda
lidz 10 ml tilpumam ar etanolu (3.1. iedala).

lesver 0,05 g hidrohinona monobenzilétera (3.10. iedala) 10 ml mégené ar iedalam. Pievieno 0,250 g
askorbinskabes (3.6. iedala) un 5 ml etanola (3.1. iedala). Pievieno amonjaku (3.5. iedala), lidz pH ir 10, un
uzpilda lidz 10 ml tilpumam ar etanolu (3.1. iedala).

Sudraba nitrats.
12-molibdofosforskabe.

Kaljja fericianida heksahidrats.
Dzelzs(Ill) hlorida heksahidrats.
Acrosola reagenti.

Pievieno 5 % (m/V) sudraba nitrata Gdens $kidumam (3.12. iedala) amonjaku (3.5. iedala), lidz izskist
nogulsnes, kas veidojas.

Bridinajums:
stavot $kidums Kklast spradzienbistams, un péc izmantoSanas tas biitu jaizlej.

10 % (m/V) 12-molibdofosforskabes (3.13. iedala) $kidums etanola (3.1. iedala).
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3.16.3. Sagatavo 1 % (m/V) kalija fericianida (3.14. iedala) tdens skidumu un 2 % (m/V) dzelzs(lll) hlorida
(3.15. iedala) tdens skidumu. Tie$i pirms izmantosanas sajauc abus Skidumus vienadas dalas.

4. Iekarta
Parastais laboratorijas aprikojums un:
4.1. Parastais planslana hromatografijas aprikojums.

4.2. izmantoSanai gatavas 20 x 20 cm silikagela GHR/UV
grafijas plates. Slana biezums — 0,25 mm.

15, (Machery, Nagel, vai lidzveértigas) planslana hromato-

4.3. Ultraskanas vanna.

4.4. Centrifuga.

4.5. Ultravioleto staru lampa, 254 nm.
5. Procediira

5.1. Parauga gatavoSana.

lesver 3,0 g parauga 10 ml mégené ar iedalam. Pievieno 0,250 g askorbinskabes (3.6. iedala) un 5 ml
etanola (3.1. iedala). Noregulé skiduma pH uz 10 ar amonjaku (3.5. iedala). Uzpilda lidz 10 ml tilpumam ar
etanolu (3.1. iedala). Noslédz mégeni ar aizbazni un homogenizé ultraskanas vanna 10 mindtes. Izfiltré caur
filtrpapiru vai centrifugé ar atrumu 3 000 apgriezienu mindaté.

5.2 Planslana hromatografija.
5.2.1.  Piesatina hromatografijas kameru ar attistianas $kidinataju (3.4. iedala).

5.2.2.  Nogulsné uz plates 2 pl standartskiduma (3.11. iedala) un 2 pl parauga Skiduma (5.1. iedala). Attista tumsa
apkartéja temperatara, lidz skidinataja fronte pavirzas par 15 ¢cm no starta linijas.

5.2.3.  Izpem plati no kameras un lauj zZat istabas temperatiira.
5.3. Noteiksana.
5.3.1.  Apskata plati 254 nm ultravioleta gaisma un atzimé plankumus.

5.3.2.  Apsmidzina plati ar
— sudraba nitrata reagentu (3.16.1. iedala) vai
— 12-molibdofosforskabes reagentu (3.16.2. iedala); karsé aptuveni lidz 120 °C vai

— kaljja fericianida $kidumu un dzelzs(IIl) hlorida skidumu (3.16.3. iedala).

6. Kvalitativa noteikSana
Aprékina katra plankuma Rf vértibu.

Salidzina parauga $kiduma plankumus ar standartskidumu plankumiem, nemot véra to Rf vértibas; plankumu
krasu ultravioletajos staros un plankumu krasu, kad tie padariti redzami ar aerosola reagentu.

Veic augstas izskirtspéjas planslana hromatografiju, ka aprakstits nakamaja (B) iedala, un salidzina parauga
pika(-u) izdaliSanas laikus ar standartskidumu piku izdaliSanas laikiem.

Péc planslana hromatografijas un augstas izskirtspéjas planslana hromatografijas rezultatiem kvalitativi noteic
hidrohinonu un/vai ta &terus.

7. Piezimes

Aprakstitajos apstaklos ir novérotas $adas Rf vertibas:
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3.1.

3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

3.8.

3.9.

4.1.

4.2.

4.3.

hidrohinons 0,32,
hidrohinona monometiléteris 0,53,
hidrohinona monoetiléteris 0,55,
hidrohinona monoetiléteris 0,58.

KVANTITATIVA NOTEIKSANA.

Piemérosanas joma un nozare

Ar 3o metodi kvantitativi noteic hidrohinonu, hidrohinona monometiléteri, hidrohinona monoetiléteri un
hidrohinona monobenziléteri kosmétikas lidzeklos, kas paredzéti adas balinasanai.

Princips

Paraugu ekstrahé ar ddens/metanola maisjumu, viegli karsgjot, lai izkist visas lipidu vielas. Analiz&amas
vielas iegiitaja $kiduma kvantitativi noteic apgrieztas fazes Skidruma hromatografija ar ultravioleto staru
detektoru.

Reagenti

Visiem reagentiem jabiit ar analitisku kvalitati. Jaizmanto destiléts vai vismaz lidzvértigas kvalitates ddens.
Metanols.

Hidrohinons.

Hidrohinona monometiléteris.

Hidrohinona monoetiléteris.

Hidrohinona monobenziléteris (monobenzons).

Tetrahidrofurans augstas izskirtspéjas planslana hromatografijai.

Udens/metanola maisijums 1:1 (V/V). Sajauc vienu tilpuma vienibu @idens un vienu tilpuma vienibu metanola
(3.2. iedala).

Kustiga faze: tetrahidrofuranafidens maisjjums 45:55 (V[V). Sajauc 45 tilpuma vienibas tetrahidrofurana
(3.7. iedala) un 55 tilpuma vienibas tdens.

Standartskidums.

lesver 0,06 g hidrohinona (3.3. iedala), 0,08 g hidrohinona monometilétera (3.4. iedala), 0,10 g hidrohinona
monoetilétera (3.5. iedala) un 0,12 g hidrohinona monobenzilétera (3.6. iedala) 50 ml mérkolba. Izskidina un

uzpilda lidz zimei ar metanolu (3.2. iedala). Sagatavo standartskidumu, atskaidot 10,00 ml 3a $kiduma lidz
50,00 ml ar Gdens/metanola maisijumu (3.8. iedala). Sie skidumi jagatavo tie$i pirms izmantosanas.

Iekarta
Parastais laboratorijas aprikojums un
tdens vanna, kura var uzturét 60 °C temperatiry;

augstas izskirtspéjas Skidruma hromatografs ar mainama vilpu garuma ultravioleto staru detektoru un 10 pl
ievadiSanas cilpy;

hromatografijas kolonna;

neris¢josa térauda hromatografijas kolonna, kuras garums ir 250 mm, ieks¢jais diametrs 4,6 mm, pildjums
Zorbax fenils (kimiski saistits fenetilsilins uz Zorbax SIL, kam atlikusas ar trimetilhlorsilanu inaktivétas
silolgrupas), ka dalinu izmérs ir 6 pm, vai lidzvértigs. Neizmanto aizsargkolonnu, iznemot fenila vai
lidzveértigy;
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4.4.

5.1.

5.2.

5.2.1.

5.2.2.

5.2.3.

filtrpapirs ar 90 mm diametru, Schleicher & Schull, Weissband Nr. 5892 vai lidzvértigs.

Procedira
Parauga gatavoSana.

Ar precizitati lidz tre$ajai zimei aiz komata 50 ml mérkolba iesver 1 + 0,1 g (a grami) parauga. Dispergé
paraugu 25 mililitros Gidens/metanola maisijuma (3.8. iedala). Noslédz kolbu un spécigi krata, lidz rodas
vienmériga suspensija. Krata vismaz vienu mindti. Liek kolbu Gdens vanna (4.1. iedala), kura uztur 60°C, lai
paatrinatu ekstrakciju. Atdzesé kolbu un uzpilda lidz zimei ar Gdeni/metanolu (3.8. iedala). Izfiltré ekstraktu
caur filtrpapiru (4.4. iedala). Péc ekstrakta sagatavosanas 24 stundas veic kvantitativu noteik§anu augstas
izskirtspéjas planslana hromatografija.

Augstas izskirtspéjas skidruma hromatografija.
Kustigas fazes (3.9. iedala) plismas atrumu noregulé uz 1,0 ml/min. un detektora vilnu garumu uz 295 nm.

levada 10 pl parauga Skiduma, ko iegtst, ka aprakstits 5.1. iedala, un uzpem hromatogrammu. Izméra piku
laukumus. Kalibré, ka aprakstits 5.2.3. iedala. Salidzina parauga un standart$kidumu hromatogrammas. Péc
piku laukumiem un relativas signala attiecibas pret masas vienibu (Rf), ko aprékina saskana ar 5.2.3. iedalu,
aprékina analizéjamo vielu koncentraciju parauga $kiduma.

Kalibrésana.

levada 10 pl standartskiduma (3.10. iedala) un uznem hromatogramu. levada vairakas reizes, lidz iegtst
nemainigu piku laukumu.

Noteic relativo signala attiecibu pret masas vienibu RE;

RF, = 2
G

kur

p, = hidrohinona, hidrohinona monometilétera, hidrohinona monoetilétera vai hidrohinona monobenzilétera
piku laukums un

¢ = hidrohinona, hidrohinona monometilétera, hidrohinona monoetilétera vai hidrohinona monobenzilétera

koncentracija (g/50 ml) standartskiduma (3.10. iedala).
Noteic, vai iegiitas standartskiduma un parauga Skiduma hromatogrammas atbilst $adam prasibam:

— minimalais divu piku atdaljjums ir vismaz 0,90. (Skatit 1. attélu, ka definéts piku atdalijums.)

Qe
aQ

1. attels. Piku atdalijums
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7.1.

7.2.

7.3.

7.4.

8.1.

Ja nav panakts vajadzigais atdalijjums, biitu vai nu jaizmanto efektivaka kolonna, vai bitu jaregulé kustigas
fazes sastavs, lidz panak atbilstibu prasibam.

— Visu iegiito piku asimetrijas faktors A ir no 0,9 lidz 1,5. (Skatit 2. attelu, ka definéts piku asimetrijas
faktors.) Lai uznemtu hromatogrammu asimetrijas faktora noteik3anai, ieteicamais pasrakstitaja atrums ir
vismaz 2 ¢cm mindté.

e
-

/ i ] Ah/10
~—— |
— 9

2. attels. Piku asimetrijas faktors

— legist stabilu bazes liniju.

Aprékins

Péc analizgjamo vielu piku laukumiem aprékina analizéjamas vielas (analizéjamo vielu) koncentraciju parauga.
Aprékina analizéjamas vielas koncentraciju parauga masas procentos (x) péc formulas:

i

b; - 100
Xi % (m/m) = ﬁv
kur
a = parauga masa gramos un
b, = parauga eso$as analizéjamas vielas i pika laukums.

Atkartojamiba (').

No viena parauga ar aptuveni 2,0 % hidrohinona saturu divas paralélas kvantitativas noteikSanas iegtito
rezultdtu starpibai nevajadzétu parsniegt absoliitu 0,13 % vértibu.

No viena parauga ar aptuveni 1,0 % hidrohinona monometilétera saturu divas paralélas kvantitativas
noteik$anas iegito rezultatu starpibai nevajadzétu parsniegt absolitu 0,1 % vértibu.

No viena parauga ar aptuveni 1,0 % hidrohinona monoetilétera saturu divas paralélas kvantitativas noteiksa-
nds iegito rezultatu starpibai nevajadzétu parsniegt absolitu 0,11 % veértibu.

No viena parauga ar aptuveni 1,0 % hidrohinona monobenzilétera saturu divas paralélas kvantitativas
noteik3anas iegiito rezultatu starpibai nevajadzétu parsniegt absolatu 0,11 % vértibu.

Atkartojamiba (').

No viena parauga ar 2,0 % hidrohinona saturu divas paralélas kvantitativas noteik3anas atskirigos apstak]os
(citas laboratorijas, citi laboranti, citas iekartas un/vai cits laiks) iegtito rezultatu starpibai nevajadzétu parsniegt
absoliitu 0,37 % vértibu.

() 1SO 5725
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8.2.

8.3.

8.4.

9.2.

No viena parauga ar 1,0 % hidrohinona monometilétera saturu divas paralélas kvantitativas noteik3anas
atskirigos apstaklos (citas laboratorijas, citi laboranti, citas iekartas un/vai cits laiks) iegiito rezultatu starpibai
nevajadzétu parsniegt absoldtu 0,21 % vértibu.

No viena parauga ar 1,0 % hidrohinona monoetilétera saturu divas paralélas kvantitativas noteikSanas
atskirigos apstaklos (citas laboratorijas, citi laboranti, citas iekartas un/vai cits laiks) iegiito rezultatu starpibai
nevajadzétu parsniegt absoldtu 0,19 % vértibu.

No viena parauga ar 1,0 % hidrohinona monobenzilétera saturu divas paralélas kvantitativas noteik3anas
atskirigos apstaklos (citas laboratorijas, citi laboranti, citas iekartas un/vai cits laiks) iegiito rezultatu starpibai
nevajadzétu parsniegt absoliitu 0,11 % vértibu.

Piezimes.

Ja hidrohinona saturs izradas ievérojami augstaks nekd 2 % un ta saturs japrognozé precizi, tad parauga
ekstrakts (5.1. iedala) biitu jaatskaida lidz tadai koncentracijai, kas ir lidziga koncentracijai, kuru iegiitu no
parauga, kas satur 2 % hidrohinona, un kvantitativa noteikana biitu jaatkarto.

(Dazas iekartas absorbcija var bt arpus detektora lineara diapazona, ja hidrohinona koncentracija ir augsta.)
Traucgjumi.

Ar ieprieks aprakstito metodi var kvantitativi noteikt hidrohinonu un ta éterus viena izokratiska analizé. Fenila
kolonna nodrosina pietickamu hidrohinona izdalisanu, ko nevar garantét, izmantojot C18 kolonnu ar ieprieks
aprakstito kustigo fazi.

Tomér §1 metode nenovér§ traucéjumus, ko izraisa vairaki parabeni. Tados gadijumos kvantitativa noteikSana
batu jaatkarto ar citu kustigas fazes/nekustigas fazes sistemu. Piemérotas metodes var biit tadas, ka noradits 1.
un 2. avota, proti:

kolonna — Zorbax ODS, 4,6 mm x 25 mm, vai lidzvertiga:
temperatiira— 36 °C,
plisma - 1,5 ml/min.,
kustiga faze —
hidrohinonam — metanols/idens 5/95 (V/V),
hidrohinona monometiléterim — metanols/adens 30/70 (V/[V),

hidrohinona monobenziléterim — metanols/tdens 80/20 (V[V) (!);

kolonna — Spherisorb $5-ODS vai lidzvértiga
kustiga faze — tidens/metanols: 90/10 (V/V),
plisma — 1,5 ml/min.

Sie apstakli ir pieméroti hidrohinonam (3.
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