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SZOSTA DYREKTYWA KOMISJI
z dnia 7 lipca 1995 r.
odnoszjca si¢ do metod analizy niezbednych do kontroli skladu produktéw kosmetycznych

(95/32/WE)

(Tekst majagcy znaczenie dla EOG)

KOMISJA WSPOLNOT EUROPE]JSKICH,
uwzgledniajac Traktat ustanawiajgcy Wspdlnote Europejska,

uwzgledniajac dyrektywe Rady 76/768/EWG z dnia 27 lipca
1976 r. w sprawie zblizenia ustawodawstw Panstw Cztonkow-
skich odnoszacych si¢ do produktéw kosmetycznych (*), ostat-
nio zmieniong dyrektywa Komisji 94/32/WE (%), w szczegdl-
nosci jej art. 8 ust. 1,

a takze majgc na uwadze, co nastepuje:

dyrektywa 76/768/EWG ustanawia urzedowe badania produk-
tow kosmetycznych majace na celu zapewnienie, ze przestrze-
gane sa warunki ustanowione przez przepisy wspolnotowe
dotyczace skladu produktéw kosmetycznych;

najszybciej jak to mozliwe nalezy ustanowi¢ wszelkie niezbed-
ne metody analizy; niektére metody zostaly juz przyjete w
drodze dyrektywy Komisji 80/1335/EWG (%), ostatnio zmienio-
nej dyrektywa 87/143[EWG (%), 82/434/EWG (*), ostatnio zmie-
nionej dyrektywa 90/207[EWG (°), 83/514[/EWG ('),
85/490/EWG (%) oraz 93|73/EWG ();

identyfikowanie i oznaczanie kwasu benzoesowego, kwasu 4-
hydroksybenzoesowego, kwasu sorbinowego, kwasu salicylowe-
go i kwasu propionowego w produktach kosmetycznych oraz
identyfikowanie i oznaczanie hydrochinonu, eteru monomety-
lowego hydrochinonu, eteru monoetylowego hydrochinonu i
eteru monobenzylowego hydrochinonu w produktach kosme-
tycznych stanowia szosty krok na tej drodze;

srodki przewidziane w niniejszej dyrektywie sa zgodne z
opinig Komitetu ds. Dostosowania do Postepu Technicznego
Dyrektywy 76/768EWG,

PRZYJMUJE NINIEJSZA DYREKTYWE;:

Artykut 1

Panistwa Czlonkowskie podejma wszelkie niezbedne kroki, aby
podczas urzedowych badan produktéw kosmetycznych:

Dz.U. L 262 z 27.9.1976, str. 169.
Dz.U. L 181 z 15.7.1994, str. 31.
Dz.U. L 383 z 31.12.1980, str. 27.
Dz.U. L 57 z 27.2.1987, str. 56.
Dz.U. L 185 z 30.6.1982, str. 1.
Dz.U. L 108 z 28.4.1990, str. 92.
Dz.U. L 291 z 24.10.1983, str. 9.
Dz.U. L 295 z 7.11.1985, str. 30.
Dz.U. L 231 z 14.9.1993, str. 34.
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— w zakresie identyfikowania i oznaczania kwasu benzoeso-
wego, kwasu 4-hydroksybenzoesowego, kwasu sorbinowe-
go, kwasu salicylowego i kwasu propionowego,

— identyfikowania i oznaczania hydrochinonu, eteru mono-
metylowego hydrochinonu, eteru monoetylowego hydrochi-
nonu i eteru monobenzylowego hydrochinonu,

odbywalo si¢ zgodnie z metodami opisanymi w Zalgczniku.

Artykut 2

1. Panstwa Czlonkowskie wprowadza w zycie przepisy usta-
wowe, wykonawcze i administracyjne niezbedne do wykonania
niniejszej dyrektywy nie pézniej niz do dnia 30 wrze$nia 1996
r., 0 czym niezwlocznie poinformujg Komisje.

Gdy Panstwa Czlonkowskie przyjmuja te przepisy, zawieraja
one odniesienie do niniejszej dyrektywy lub sa zaopatrzone w
takie odniesienie w czasie ich urzedowej publikacji. Metody
dokonywania takiego odniesienia okre$lane sa przez Panstwa
Czlonkowskie.

2. Panstwa Czlonkowskie przekaza Komisji teksty przepisow
prawa krajowego, przyjetych w zakresie objetym niniejsza
dyrektywa.
Artykut 3
Niniejsza dyrektywa wchodzi w zycie dwudziestego dnia po jej
opublikowaniu w Dzienniku Urzedowym Wspdlnot Europejskich.
Artykut 4

Niniejsza dyrektywa skierowana jest do Panstw Czlonkowskich.
Sporzadzono w Brukseli, dnia 7 lipca 1995 r.
W imieniu Komisji

Emma BONINO

Czlonek Komisji
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ZALACZNIK

. IDENTYFIKOWANIE I OZNACZANIE KWASU BENZOESOWEGO, KWASU 4-HYDROKSYBENZOESOWEGO, KWASU
SORBINOWEGO, KWASU SALICYLOWEGO I KWASU PROPIONOWEGO W PRODUKTACH KOSMETYCZNYCH

2.1.

2.2

2.3.

2.4.

2.5.

2.6.

2.7.

2.8.

2.9.

2.10.

2.11.

2.12.

2.13.

2.14.

2.15.

2.17.

Cel i zakres zastosowania

Metoda jest stosowana do identyfikowania i oznaczania kwasu benzoesowego, kwasu 4-hydroksybenzoesowe-
go, kwasu sorbinowego, kwasu salicylowego i kwasu propionowego w produktach kosmetycznych. Oddzielne
procedury dotyczg identyfikowania tych $rodkéw konserwujacych; a w czgici B podano procedury oznaczania
kwasu propionowego i oznaczanie kwasu 4-hydroksybenzoesowego, kwasu salicylowego, kwasu sorbinowego
i kwasu benzoesowego.

Definicja

llosci kwasu benzoesowego, kwasu 4-hydroksybenzoesowego, kwasu salicylowego, kwasu sorbinowego i
kwasu propionowego oznaczone t3 metoda s3 wyrazone w procentach masowych wolnych kwasow.

IDENTYFIKOWANIE

Zasada

Ekstrakt otrzymany przez kwasowa/zasadowa ekstrakcje Srodkéw konserwujacych analizuje si¢ metoda
chromatografii cienkowarstwowej (TLC) w ciagu jednego dnia po otrzymaniu pochodnej. Zaleznie od
wynikéw identyfikacja zostaje potwierdzona metoda wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC) lub w
przypadku kwasu propionowego — metoda chromatografii gazowej (GC).

Odczynniki
Zasada ogélna

Wszystkie odczynniki muszg by¢ czystoci analitycznej. Uzywana woda musi by¢ woda destylowana lub woda
co najmniej rownowaznej czystosci

Aceton

Eter dietylowy

Acetonitryl

Toluen

n-Heksan

Ciekla parafina

Kwas solny, 4M roztwor
Wodorotlenek potasu, 4M roztwér wodny
2-hydrat chlorku wapnia, CaCl,-H,0
Weglan litu, Li,CO,
2-acetylo-7-bromonaftalen

Kwas 4-hydroksybenzoesowy

Kwas salicylowy

Kwas benzoesowy

Kwas sorbinowy

Kwas propionowy
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2.18. Roztwory odniesienia

Przygotowal 0,1-procentowe (m/v) roztwory (100 mg/l00 ml) wszystkich pieciu Srodkéw konserwujacych
(2.13 do 2.17) w eterze dietylowym

2.19. Odczynnik do otrzymywania pochodnych

0,5-procentowy (m[v) roztwér 2-acetylo-7-bromonaftalenu (2.12) w acetonitrylu (2.4) (50 mg/10 ml).
Roztwér ten powinien by¢ przygotowywany co tydzien i przechowywany w lodowee

2.20. Roztwor katalizatora

0,3-procentowy (m/v) roztwoér weglanu litu (2.11) w wodzie (300 mg/100 ml). Roztwér powinien by¢ Swiezo
przygotowany

2.21. Rozpuszczalnik rozwijajacy
Toluen (2.5)[aceton (2.2) (20:0,5, v/v)

2.22. Ciekla parafina (2.7)/n-heksan (2.6) (1:2, v/v)

3. Aparatura

Zwykly sprzet laboratoryjny

3.1. Laznia wodna, z mozliwo$cig utrzymania temperatury 60 °C

3.2 Komora do rozwijania chromatogramu

3.3. Zrodio $wiatta ultrafioletowego, 254 i 366 nm

3.4. Plytki cienkowarstwowe, Kieselgel 60, bez wskaznika fluorescencji, 20 x 20 c¢m, grubo$¢ warstwy 0,25 mm

ze strefg nanoszenia 2,5 x 20 cm (Merck 11845 lub réwnowazne)

3.5. Mikrostrzykawka, 10 pl

3.6. Mikrostrzykawka, 25 ul

3.7. Suszarka z mozliwoscig utrzymania temperatury do 105 °C

3.8. 50-mililitrowe szklane rurki z gwintowanym korkiem

3.9. Bibula filtracyjna, Srednica 90 mm (Schleicher & Schull, Weissband nr 5892 lub réwnowazna)

3.10. Uniwersalny papierek wskaznikowy pH = 1-11
3.11. 5-mililitrowe szklane fiolki na probki
3.12. Rotacyjna wyparka cienkowarstwowa (Rotavapor lub réwnowazna)

3.13. Ogrzewana plytka

4, Procedura
4.1. Przygotowanie probki

W 50-mililitrowej szklanej rurce z gwintowanym korkiem (3.8) odwazy¢ okolo 1 g prébki. Dodaé cztery
krople 4M kwasu solnego (2.8) i 40 ml acetonu (2.2). Dla silnie alkalicznych wyrobéw, takich jak mydlo
toaletowe, nalezy doda¢ 20 kropli 4M kwasu solnego. Papierkiem wskaznikowym (3.10) sprawdzié, czy pH
wynosi okolo 2. Zamkna¢ rurke i wytrzasaé energicznie w ciggu jednej minuty.

Jesli konieczne jest ulatwienie esktrakeji Srodka konserwujacego do fazy acetonowej, nalezy ogrzewaé lagodnie
mieszaning do okolo 60 °C do stopienia fazy cieklej.

Schlodzi¢ roztwér do temperatury pokojowej i przesaczy¢ przez bibule filtracyjna (3.9) do kolby stozkowej.
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4.2.

2.1.

2.2.

2.3.

Przenie$¢ 20 ml przesaczu do 200-mililitrowej kolby stozkowej, doda¢ 20 ml wody i wymieszaé. Dostosowaé
odczyn mieszaniny do pH okolo 10 wodorotlenkiem potasu 4M (2.9), uzywajac papierka wskaznikowego
(3.10) do oznaczenia pH.

Doda¢ 1 g chlorku wapnia (2.10) i energicznie wytrzasngé. Przesaczy¢ przez bibule filtracyjng (3.9) do 250-
mililitrowego lejka rozdzielajgcego zawierajacego 75 ml eteru dietylowego (2.3) i wytrzasal energicznie w
ciggu jednej minuty. Pozostawi¢ do rozdzielenia i przenie$¢ warstwe wodng do 250-mililitrowej kolby
stozkowej. Odrzuci¢ warstwe eterowa. Uzywajac papierka wskaznikowego (3.10), doprowadzi¢ odczyn do
pH okolo 2 kwasem solnym 4M (2.8). Doda¢ 10 ml eteru dietylowego (2.3), zamknaé kolbe i wytrzasaé
energicznie w ciggu jednej minuty, pozostawi¢ do rozdzielenia i przenie$¢ warstwe eterowa do rotacyjnej
wyparki filmowej (3.12). Odrzuci¢ warstwe wodng.

Odparowa¢ warstwe eterowa prawie do sucha i ponownie rozpusci¢ pozostatos¢ w 1 ml eteru dietylowego
(2.3). Przenie$¢ roztwor do fiolki na prébke (3.11).

Chromatografia cienkowarstwowa

Dla wszystkich roztworéw odniesienia i prébek analizowanych chromatograficznie nanie$¢ strzykawka (3.5)
po okolo 3 pl weglanu litu (2.20) w réwnych odlegtosciach na linii poczatkowej w strefie nanoszenia plytki
do chromatografii cienkowarstwowej (3.4) i wysuszy¢ w strumieniu zimnego powietrza.

Umie$ci¢ plytke cienkowarstwowa na ogrzewanej plytce (3.13) podgrzanej do 40 °C dla otrzymania mozliwie
najmniejszych plam. Nanie$¢ mikrostrzykawka (3.5) po 10 pl wszystkich roztworéw odniesienia (2.18) i
roztworu probki (4.1) na linii poczatkowej plytki, doktadnie w miejscach plam, w ktérych naniesiono roztwér
weglanu litu.

Nanie$¢ ponownie po okolo 15 pl odczynnika do otrzymywania pochodnych (2.19) (roztworu 2-acetylo-7-
bromonaftalenu), dokladnie w miejscach plam, w ktérych naniesione byly roztwory odniesienia i prébki oraz
roztwér weglanu litu.

Ogrzewaé plytke do chromatografii cienkowarstwowej w suszarce (3.7) w 80 °C w ciaggu 45 minut. Po
schtodzeniu rozwija¢ plytke w komorze (3.2), ktéra doprowadzono do stanu réwnowagi w ciggu 15 minut
(bez wylozenia wnetrza bibulg filtracyjna), uzywajac rozpuszczalnika rozwijajacego 2.21 (toluen/aceton), az do
osiagniecia przez czolo rozpuszczalnika odleglosci 15 cm (moze trwaé okolo 80 minut).

Wysuszy¢ plytke w strumieniu zimnego powietrza i oceniaé otrzymane plamy w $wietle UV (3.3). Dla

wzmocnienia fluorescencji stabo widocznych plam mozna zamoczy¢ plytke do chromatografii cienkowar-
stwowej w mieszaninie ciekla parafina/n-heksan (2.22).

Identyfikacja
Obliczy¢ wspotczynnik R, dla wszystkich plam.

Poréwnac wartos¢ R, i zachowanie prébki pod wplywem promieniowania UV z wartosciami otrzymanymi dla
roztworéw odniesienia.

Sformulowal wstepny wniosek o obecnosci i zidentyfikowaniu Srodka konserwujacego znajdujacego sie w
probee. Przeprowadzi¢ analiz¢ metoda HPLC opisang w czgci B lub, jesli podejrzewana jest obecno$é kwasu
propionowego w probee, analiz¢ metoda GC opisang w czedci C. Poréwnal czasy retencji z czasami
otrzymanymi dla roztworéw odniesienia.

Podsumowa¢ wyniki otrzymane metodami TLC i HPLC lub GC oraz potwierdzi¢ ostateczng identyfikacje

srodkéw konserwujacych znajdujacych si¢ w probee na podstawie otrzymanych wynikow.

OZNACZANIE KWASU BENZOESOWEGO, KWASU 4-HYDROKSYBENZOESOWEGO, KWASU SORBINOWE-
GO I KWASU SALICYLOWEGO
Zasada

Probke po zakwaszeniu ekstrahuje si¢ mieszaning alkoholu etylowego i wody. Po przesaczeniu $rodki
konserwujace oznacza si¢ metodg wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC).

Odczynniki

Wszystkie odczynniki muszg by¢ czystosci analitycznej i jesli potrzeba - odpowiednie do HPLC. Uzywana
woda musi by¢ woda destylowang lub co najmniej rownowaznej czystosci

Alkohol etylowy, absolutny

Kwas 4-hydroksybenzoesowy
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2.4.

2.5.

2.6.

2.7.

2.8.

2.9.

2.10.

2.11.

2.12.

2.13.

2.14.

2.15.

2.15.1.

2.15.2.

2.16.

2.17.

3.1.

3.2

3.3.

3.4.

3.5.

Kwas salicylowy

Kwas benzoesowy

Kwas sorbinowy

Octan sodu (CH,COONa-3H,0)

Kwas octowy, (@)?, =1,05 g/ml

Acetonitryl

Kwas siarkowy (VI), 2M

Wodorotlenek potasu, 0,2M roztwér wodny
Kwas 2-metoksybenzoesowy

Mieszanina alkohol etylowy/woda

Zmieszaé dziewigé objetosci alkoholu etylowego (2.2) i jedna objetos¢ wody (2.1)
Roztwoér wewngtrznego standardu

Przygotowal roztwér zawierajacy w przyblizeniu 1 g kwasu 2-metoksybenzoesowego (2.12) w 500 ml
mieszaniny alkohol etylowy/woda (2.13)

Faza ruchoma do HPLC
Bufor octanowy: do 1 1 wody doda¢ 6,35 g octanu sodu (2.7) i 20,0 ml kwasu octowego (2.8) i wymieszaé

Przygotowaé faze ruchoma przez zmieszanie dziewigciu objetosci buforu octanowego (2.15.1) i jednej
objetosci acetonitrylu (2.9)

Bazowy roztwér Srodkéw konserwujacych

Odwazy¢ dokladnie okolo 0,05 g kwasu 4-hydroksybenzoesowego (2.3), 0,2 g kwasu salicylowego (2.4),
0,2 g kwasu benzoesowego (2.5) i 0,05 g kwasu sorbinowego (2.6) w 50-mililitrowej kolbie miarowej i
uzupeni¢ objeto$¢ do kreski mieszaning alkohol etylowy/woda (2.13). Przechowywaé przyrzadzony roztwor
w lodéwce. Roztwor jest trwaly w ciagu jednego tygodnia

Mianowane roztwory $rodkéw konserwujgcych

Do serii 20-mililitrowych kolb miarowych przenie$¢ odpowiednio: 8,00, 4,00, 2,00, 1,00 i 0,50 ml bazowego
roztworu $rodkéw konserwujacych (2.16). Do wszystkich kolb doda¢ po 10,00 ml roztworu wewnetrznego
standardu (2.14) i 0,5 ml 2M kwasu siarkowego (VI) (2.10). Uzupehi¢ objetos¢ do kreski mieszaning alkohol
etylowy/woda (2.13). Roztwory te musza by¢ $wiezo przygotowane

Aparatura
Zwykly sprzet laboratoryjny
Laznia wodna nastawiona na 60 °C

Wysokosprawny chromatograf cieczowy z detektorem o zmiennej diugosci fali UV i petla 10 pl dla
wprowadzenia probki

Kolumna analityczna

Stal kwasoodporna, dtugos¢ 12,5 do 25 cm, Srednica wewnetrzna 4,6 mm, z wypelnieniem Nucleosil 5C18
lub réwnowaznym

Bibula filtracyjna, Srednica 90 mm, Schleicher and Schull, Weissband nr 5892 lub réwnowazna

50-mililitrowe rurki szklane z gwintowanym korkiem
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3.6.

3.7.

4.2.

4.2.1.

4.2.2.

5-mililitrowe szklane fiolki na prébki

Kamyczki wrzenne, o wymiarach od 2 do 4 mm z karborundu (wegliku krzemu) lub réwnowazne

Procedura
Przygotowanie probki
Przygotowanie probki bez dodawania wewnetrznego standardu

Odwazy¢ 1 g probki w 50-mililitrowej szklanej rurce z gwintowanym korkiem (3.5). Doda¢ pipeta do rurki
1,00 ml 2M kwasu siarkowego (VI) (2.10) i 40 ml mieszaniny alkohol etylowy/woda (2.13). Doda¢ okoto I g
kamyczkow wrzennych (3.7), zamkna¢ rurke i wytrzasaé energicznie w ciggu co najmniej jednej minuty az do
otrzymania zawiesiny jednorodnej. Dla ulatwienia ekstrakcji $rodkéw konserwujacych do fazy etanolowej
nalezy umiesci¢ rurke w lazni wodnej (3.1), utrzymywanej w 60 °C, na okres dokladnie pieciu minut.

Natychmiast schtodzi¢ rurke w strumieniu zimnej wody i przechowaé ekstrakt w 5 °C przez jedna godzing.
Przesgczy¢ ekstrakt przez bibule filtracyjng (3.4).

Przenie§¢ okolo 2 ml ekstraktu do fiolki na prébke (3.6). Przechowywal ekstrakt w 5 °C i wykonaé
oznaczenie metodg HPLC w ciagu 24 godzin od przygotowania.

Przygotowanie prébki z dodawaniem wewnetrznego standardu

Odwazy¢ z dokladnoscig do trzeciego miejsca 1 £ 0,1 g (a graméw) probki w 50-mililitrowej rurce szklanej
z gwintowanym korkiem (3.5). Doda¢ pipeta 1,00 ml 2 M kwasu siarkowego (VI) (2.10) i 30 ml mieszaniny
alkohol etylowy/woda (2.13). Doda¢ okolo 1 g kamyczkéw wrzennych (3.7) i 10,00 ml roztworu standardu
wewnetrznego (2.14). Zamkngé rurke i wytrzasaé energicznie w ciggu co najmniej jednej minuty do
otrzymania zawiesiny jednorodnej. Dla ulatwienia ekstrakcji $rodkéw konserwujacych do fazy etanolowej
nalezy umie$ci¢ rurke w tazni wodnej (3.1), utrzymywanej w 60 °C, na okres doktadnie pigciu minut.

Schtodzi¢ natychmiast rurke w strumieniu zimnej wody i przechowywal ekstrakt w 5 °C przez jedna
godzing.

PrzesaczyC ekstrakt przez bibule filtracyjng (3.4). Przenie$¢ okoto 2 ml przesaczu do fiolki na préobke (3.6).
Przechowywal przesacz w 5 °C i wykonaé oznaczenie metodg HPLC w ciagu 24 godzin od przygotowania.

Wysokosprawna chromatografia cieczowa
Faza ruchoma: acetonitryl/bufor octanowy (2.15).

Nastawi¢ szybkos¢ przepltywu fazy ruchomej przez kolumng na 2,0 £ 0,5 ml/minute. Ustawi¢ dtugos¢ fali w
detektorze na 240 nm.

Kalibrowanie

Wprowadzi¢ strzykawka 10-mikrolitrowe porcje kolejno wszystkich roztworéw mianowanych srodkéw
konserwujgcych (2.17) do chromatografu cieczowego (3.2). Dla wszystkich roztworéw oznaczy¢ stosunki
wysoko$ci pikéw analizowanych $rodkéw konserwujacych do wysokosci piku wewnetrznego standardu
otrzymane z chromatograméw. Sporzadzi¢ dla wszystkich $rodkéw konserwujacych wykres zaleznosci
stosunku wysokosci pikéw od stezenia.

Upewnic si¢, ze podczas kalibrowania otrzymuje si¢ liniowa zalezno$¢ dla mianowanych roztwordw.
Oznaczanie

Do chromatografu cieczowego (3.2) wprowadzi¢ strzykawka 10 pl ekstraktu prébki (4.1.1) i zarejestrowaé
chromatogram. Wprowadzi¢ strzykawka 10 pl roztworu $rodkéw konserwujacych i zarejestrowal chromato-
gram. Poréwnaé otrzymane chromatogramy. Jesli na chromatogramie ekstraktu probki (4.1.1) nie wystepuje
pik majacy w przyblizeniu ten sam czas retencji co kwas 2-metoksybenzoesowy (polecany jako standard
wewnetrzny), wprowadzi¢ strzykawka 10 pl ekstraktu probki z dodanym standardem wewnetrznym (4.1.2)
do chromatografu cieczowego i zarejestrowaé chromatogram.

Jesli obserwuje si¢ na chromatogramie ekstraktu probki (4.1.1) pik przeszkadzajacy o takim samym czasie
retengji jak kwas 2-metoksybenzoesowy, nalezy wybra¢ inny odpowiedni standard wewnetrzny. (Jedli jeden z
badanych $rodkéw konserwujacych nie wystepuje na chromatogramie, ten Srodek moze by¢ uzywany jako
wewnetrzny standard).

Upewni¢ sig, czy chromatogramy otrzymane dla roztworu wewngtrznego standardu i roztworu prébki
odpowiadaja nastgpujacym wymaganiom:

— Rozdzial pikéw w najgorzej rozdzielonej parze wynosi najmniej 0,90 (definicje rozdziatu pikéw przed-
stawiono na rysunku 1).
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Rysunek 1. Rozdzial pikéw

Jesli nie uzyskano wymaganego rozdzialu pikéw, powinno si¢ zastosowaé kolumng o wigkszej zdolnosci
rozdzielczej lub poprawi¢ sktad fazy ruchomej az do spelnienia wymagan.

— Wspoélezynnik asymetrii A wszystkich otrzymanych pikéw znajduje si¢ w zakresie migdzy 0,9 i 1,5.
(Definicje wspotczynnikéw asymetrii piku przedstawiono na rysunku 2). Do zarejestrowania chromato-
gramu w celu oznaczenia wspolczynnika asymetrii polecana jest szybko$¢ przesuwu papieru w rejestrato-
rze co najmniej 2 cm/minutg.

Rysunek 2. Wspélczynnik asymetrii piku

— Otrzymuje si¢ stalg linie bazowa.

Obliczenie

Do obliczenia stgzenia kwasowych Srodkéw konserwujacych w roztworze prébki nalezy stosowaé stosunki
wysoko$ci pikéw badanych $rodkéw konserwujacych do wysokosci piku kwasu 2-metoksybenzoesowego
(wewnetrzny standard) i wykres kalibracyjny. Zawarto§¢ w probee kwasu benzoesowego, kwasu 4-hydroksy-
benzoesowego, kwasu sorbinowego lub kwasu salicylowego obliczy¢ w procentach masowych (x), stosujac
wzor:

100-20-b b
X % (m/m) = F .~ 3003

w ktérym:
a = masa w gramach probki pobranej do analizy (4.1.2),

stezenie Srodka konserwujacego (ug/ml) w ekstrakcie probki (4.1.2) otrzymane z wykresu kalibracyj-
nego.

o
1]
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7.1.

7.2.

4.1.

4.2.

4.3.

4.4.

4.5.

4.6.

Powtarzalnos¢ (')

Dla zawartoéci kwasu 4-hydroksybenzoesowego 0,40 % rdéznica miedzy wynikami dwoch réwnoleglych
oznaczen wykonanych dla tej samej probki nie powinna przekraczaé absolutnej wartosci 0,035 %.

Dla zawarto$ci kwasu benzoesowego 0,50 % roéznica miedzy wynikami dwoch réwnoleglych oznaczen
wykonanych dla tej samej probki nie powinna przekracza¢ absolutnej wartosci 0,050 %.

Dla zawarto$ci kwasu salicylowego 0,50 % réznica miedzy wynikami dwoéch réwnoleglych oznaczen
wykonanych dla tej samej probki nie powinna przekracza¢ absolutnej wartosci 0,045 %.

Dla zawarto$ci kwasu sorbinowego 0,60 % rdznica miedzy wynikami dwoch réwnoleglych oznaczen
wykonanych dla tej samej probki nie powinna przekracza¢ absolutnej wartosci 0,035 %.

Uwagi

Wyniki testu odchylei wykonane dla tej metody wykazaly, ze ilo§¢ kwasu siarkowego (VI) dodanego do
ekstraktu kwaséw z prébki jest krytyczna i ustalone ograniczone ilosci probki powinny by¢ utrzymane w
zalecanych granicach.

Jesli potrzeba, mozna stosowa¢ odpowiednig kolumne zabezpieczajaca.

OZNACZANIE KWASU PROPIONOWEGO

Cel i zakres

Metoda jest odpowiednia do oznaczania kwasu propionowego o maksymalnym stezeniu 2 % (m/m) w
produktach kosmetycznych.

Definicja

Stezenie kwasu propionowego okreslone ta metoda jest wyrazone w procentach masowych (% m/m) wyrobu.

Zasada

Po ekstrakgji kwasu propionowego z wyrobu oznaczenie przeprowadza si¢ metoda chromatografii gazowej z
uzyciem kwasu 2-metylopropionowego jako wewnetrznego standardu.

Odczynniki

Wszystkie odczynniki musza by¢ czystosci analitycznej; musi by¢ uzywana woda destylowana lub woda o
réwnowaznej jakosci.

Alkohol etylowy 96 % (v[v)

Kwas propionowy

Kwas 2-metylopropionowy

Kwas ortofosforowy (VI), 10 % (m/v)
Roztwér kwasu propionowego

Odwazy¢ dokladnie okoto 1,00 g (p graméw) kwasu propionowego w 50-mililitrowej kolbie miarowej i
uzupeic objetos¢ alkoholem etylowym (4.1)

Roztwor wewnetrznego standardu

Odwazy¢ dokladnie okoto 1,00 (e graméw) kwasu 2-metylopropionowego w 50-mililitrowej kolbie miarowej i
uzupeic objeto§¢ alkoholem etylowym (4.1).

() 1SO 5725.
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5.1.
5.2.
5.3.
5.4.
5.5.

6.2.

6.3.

Aparatura

Zwykly sprzet laboratoryjny

Chromatograf gazowy z detektorem plomieniowo-jonizacyjnym
Szklana rurka (20x150 mm) z korkiem gwintowanym

Laznia wodna o temperaturze 60 °C

10-mililitrowa szklana strzykawka z membrang filtracyjng o $rednicy poréw 0,45 pn

Procedura
Przygotowanie prébki
Przygotowanie probki bez wewngtrznego standardu

W szklanej rurce (5.3) odwazy¢ okoto 1 g prébki. Doda¢ 0,5 ml kwasu fosforowego (V) (4.4) i 9,5 ml
alkoholu etylowego (4.1).

Zamkna¢ rurke i energicznie wytrzasnal. Jesli to konieczne, umiesci¢ rurke w tazni wodnej ogrzewanej do
60 °C (5.4) na okres pigciu minut w celu catkowitego rozpuszczenia fazy lipidowej. Schlodzi¢ szybko pod

strumieniem biezacej wody. Przesaczy¢ czg$¢ roztworu przez filtr membranowy (5.5). Zanalizowaé chromato-
graficznie przesacz w ciggu tego samego dnia.

Przygotowanie prébki z wewnetrznym standardem

Odwazy¢ z dokladnoscig do trzeciego miejsca 1 + 0,1 g (a graméw) probki do szklanej rurki (5.3). Dodaé
0,5 ml kwasu ortofosforowego (V) (4.4), 0,50 ml roztworu wewngtrznego standardu (4.6) i 9 ml alkoholu
etylowego (4.1).

Zamkna¢ rurke i energicznie wytrzasnal. Jesli to konieczne, umiesci¢ rurke w tazni wodnej ogrzewanej do
60 °C (5.4) na okres pigciu minut w celu rozpuszczenia fazy lipidowej. Schtodzi¢ szybko pod strumieniem

biezacej wody. Przesgczy¢ czg§¢ roztworu przez filtr membranowy (5.5). Zanalizowaé chromatograficznie
przesacz tego samego dnia.

Warunki chromatografii gazowej
Poleca si¢ nastgpujace warunki operacyjne.
Kolumna:

typ stal kwasoodpoma
dlugos¢ 2 m
$rednica 1/8 "

wypelnienie 10 % SP™ 1000 (lub réwnowazne) + 1 % H,PO, na Chromosorbie WAW 100 do 120
mesh

Temperatury:

dozownik 200 °C
kolumna 120 °C

detektor 200 °C

Gaz nos$ny azot

Szybkos¢ 25 ml/min
przeplywu

Analiza chromatograficzna
Kalibrowanie

Przenie$¢ pipeta odpowiednio: 0,25, 0,50, 1,00, 2,00 i 4,00 ml roztworu kwasu propionowego (4.5) do serii
20-mililitrowych kolb miarowych. Do wszystkich kolb miarowych przenies¢ pipeta po 1,00 ml roztworu
wewnetrznego standardu (4.6), uzupehni¢ objeto$¢ alkoholem etylowym (4.1) i wymieszaé. Roztwory przy-
gotowane w ten sposob zawierajg e mg/ml kwasu 2-metylopropionowego jako wewnetrznego standardu (co
oznacza 1 mg/ml jesli e = 1000) i p/4, p/2, p; 2p; 4p mg/ml kwasu propionowego (co oznacza: 0,25, 0,50,
1,00, 2,00, 4,00 mg/ml jesli p = 1000).

Wprowadzi¢ po 1 pl wszystkich tych roztworéw i sporzadzi¢ krzywa odwzorowania przez wykreslenie
stosunku mas kwas propionowy/kwas metylopropionowy na osi odcigtych i stosunek odpowiednich powierz-
chni pikéw na osi rzednych.
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Trzykrotnie wprowadzi¢ na kolumne kolejno wszystkie roztwory i obliczy¢ $redni stosunek pikéw.
6.3.2.  Oznaczenie

Wprowadzi¢ strzykawka 1 pl przesaczu probki 6.1.1. Poréwnaé chromatogram z chromatogramem jednego z
roztworéw mianowanych (6.3.1). Jesli pik ma w przyblizeniu ten sam czas retencji jak kwas 2-metylopropio-
nowy, nalezy zmieni¢ wewnetrzny standard. Jesli nie obserwuje si¢ zadnego nakladania si¢ pikéw, wprowadzi¢
1 pl przesaczu probki 6.1.2. i zmierzy¢ powierzchnie piku kwasu propionowego i piku wewngtrznego
standardu.

Trzykrotnie wprowadzi¢ na kolumne kolejno wszystkie roztwory i obliczy¢ $redni stosunek pikéw.

7. Obliczenia

7.1. Z krzywej kalibracyjnej otrzymanej w pkt 6.3.1. wyznaczy¢ stosunek mas (K) odpowiadajacy stosunkowi
powierzchni pikéw obliczonej w pkt 6.3.2.

7.2. Z tak wyznaczonego stosunku mas obliczy¢ zawarto$¢ kwasu propionowego w prébee (X) jako procent
masowy, stosujac wzor:

0,5-100 -
X%(m/m):ng:Ke

50-a a
w ktérym:
K = stosunek obliczony w pkt 7.1,
e = masa w gramach wewnetrznego standardu odwazona w pkt 4.6,

a = masa w gramach prébki odwazonej w pkt 6.1.2.

Zaokragli¢ wyniki do jednego miejsca dziesigtnego.

8. Powtarzalnos¢ (')

Dla zawarto$ci kwasu propionowego 2 % (m/m) réznica migdzy wynikami dwoch réwnoleglych oznaczen
wykonanych dla tej samej probki nie powinna przekraczaé 0,12 %.

II. IDENTYFIKOWANIE I OZNACZENIE hydrochinonu, eteru monometylowego hydrochinonu, eteru monoetylowego
hydrochinonu i eteru monobenzylowego hydrochinonu w produktach kosmetycznych

A. IDENTYFIKOWANIE

1. Cel i zakres

Metoda opisuje wykrywanie i identyfikowanie hydrochinonu, eteru monometylowego hydrochinonu, eteru
monoetylowego hydrochinonu i eteru monobenzylowego hydrochinonu.

2. Zasada

Hydrochinon i jego etery identyfikuje si¢ metoda chromatografii cienkowarstwowej (TLC).

3. Odczynniki

Wszystkie odczynniki muszg by¢ czystosci analitycznej

() 1SO 5725.



13/t 15 Dziennik Urzedowy Unii Europejskiej

181

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.

Alkohol etylowy, 96 % (v/[v)

Chloroform

Eter dietylowy

Rozpuszczalnik rozwijajacy:
chloroformfeter dietylowy 66:33 (v/v)
Amoniak, 25 % (m/m), dm4 =091 g/ml
Kwas askorbinowy

Hydrochinon

Monometylowy eter hydrochinonu
Monoetylowy eter hydrochinonu
Monobenzylowy eter hydrochinonu
Roztwory odniesienia

Ponizsze roztwory odniesienia powinny by¢ $§wiezo przygotowane i sg trwale jeden dzien.

Odwazy¢ 0,05 g hydrochinonu (3.7) w 10-mililitrowej kalibrowanej probéwce. Dodaé 0,250 g kwasu
askorbinowego (3.6) i 5 ml alkoholu etylowego (3.1). Dodawa¢ amoniak (3.5) do uzyskania pH 10 i
uzupeni¢ objgtos¢ do 10 ml alkoholem etylowym (3.1).

Odwazy¢ 0,05 g eteru monometylowego hydrochinonu (3.9) w 10-mililitrowej kalibrowanej probéwece.
Doda¢ 0,250 g kwasu askorbinowego (3.6) i 5 ml alkoholu etylowego (3.1). Dodawaé amoniak (3.5) do
uzyskania pH 10 i uzupehi¢ objetos¢ do 10 ml alkoholem etylowym (3.1).

Odwazy¢ 0,05 g eteru monoetylowego hydrochinonu (3.8) w 10-mililitrowej kalibrowanej probéwcee. Dodaé
0,250 g kwasu askorbinowego (3.6) i 5 ml alkoholu etylowego (3.1). Dodawaé amoniak (3.5) do uzyskania
pH 10 i uzupemi¢ objeto$¢ do 10 ml alkoholem etylowym (3.1).

Odwazy¢ 0,05 g eteru monobenzylowego hydrochinonu (3.10) w 10-mililitrowej kalibrowanej probéwece.
Doda¢ 0,250 g kwasu askorbinowego (3.6) i 5 ml alkoholu etylowego (3.1). Dodawaé amoniak (3.5) do
uzyskania pH 10 i uzupehi¢ objetos¢ do 10 ml alkoholem etylowym (3.1).

Azotan (V) srebra

Kwas dodekamolibdenianofosforowy (V)
6™-hydrat heksacyjanozelazianu (Ill) potasu
6"-hydrat chlorku zelaza (1)

Odczynniki wywolujace

Do 5 % (mfv) wodnego roztworu azotanu srebra (3.12) dodawa¢ amoniak (3.5), az powstajacy osad si¢
rozpusci

Ostrzezenie:
Roztwér staje si¢ nietrwaly i grozi wybuchem przy przechowywaniu i powinien by¢ odrzucony po uzyciu.

10 % (m/v) roztwér kwasu dodekamolibdenianofosforowego (V) (3.13) w alkoholu etylowym (3.1).
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3.16.3.

4.1.

4.2.

4.3.

4.4,

4.5.

5.1.

5.2.

5.2.1.

5.2.2.

5.2.3.

5.3.

Przygotowal 1-procentowy (mfv) wodny roztwor heksacyjanozelazianu (Il potasu (3.14) i 2-procentowy
(m/v) wodny roztwér chlorku zelaza (II) (3.15). Wymieszaé réwne czgsci obu roztwordéw bezposrednio przed
uzyciem.

Aparatura
Zwykly sprzet laboratoryjny
Typowy sprzet do chromatografii cienkowarstwowej (TLC)

Plytki TLC, przygotowane fabrycznie: zel krzemionkowy GHR[UV__; 20 x 20 cm (Machery, Nagel lub

réwnowazne). Grubos$¢ warstwy 0,25 mm

254

Laznia ultradZwigkowa
Wiréwka

Lampa UV, dlugo$¢ fali 254 nm

Procedura
Przygotowani e probki

Odwazy¢ 3,0 g probki w 10-mililitrowej kalibrowanej rurce. Doda¢ 0,250 g kwasu askorbinowego (3.6) i 5
ml alkoholu etylowego (3.1). Doprowadzi¢ odczyn roztworu do pH 10 dodajac amoniak (3.5). Uzupeic
objetos¢ do 10 ml alkoholem etylowym (3.1). Zamkna¢ rurke korkiem i homogenizowaé roztwér w lazni
ultradZwickowej w ciagu 10 minut. Przesaczy¢ przez bibule filtracyjng lub odwirowaé przy 3000 obrotach/-
minute.

TLC
Wysyci¢ komore chromatograficzng rozpuszczalnikiem rozwijajacym (3.4).

Nanie$¢ na plytke po 2 pl roztworéw odniesienia (3.11) i 2 pl roztworu prébki (5.1,). Chromatogram
rozwija¢ w ciemnosci w temperaturze otoczenia az do osiggniecia przez czolo rozpuszczalnika wysokosci 15
cm od linii poczatkowej.

Wyjal plytke i wysuszy¢ w temperaturze pokojowej.

Wykrywanie

Obserwowa¢ plytke w Swietle UV przy 254 nm i zaznaczy¢ polozenie plam.
Spryskac plytke:

— odczynnikiem azotanu (V) srebra (3.16.1), lub

— odczynnikiem kwasu dodekamolibdenianofosforowego (V) (3.16.2); ogrzewaé do okoto 120 °C, lub

— roztworem heksacyjanozelazianu (Il) potasu i roztworu chlorku zelaza (II) (3.16.3).

Identyfikowanie
Obliczy¢ wartos¢ R, dla wszystkich plam.

Poréwnaé plamy otrzymane dla roztworu probki z plamami otrzymanymi dla roztworéw odniesienia pod
wzgledem ich wartoci R, koloréw plam w $wietle UV i koloréw plam po ich wywolaniu odczynnikiem do
spryskiwania.

Wykona¢ analiz¢ metodg HPLC opisang w nastepnej czgSci B i poréwnaé czasy retencji otrzymane dla piku
(pikéw) probki z czasami dla pikéw roztwordéw odniesienia.

Wykorzysta¢ wyniki z analizy metodg TLC i HPLC w celu zidentyfikowania obecnosci hydrochinonu i/lub
jego eterow.

Uwagi

W opisanych warunkach otrzymano nastepujace wartosci Ry:
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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.

hydrochinon 0,32
eter monometylowy hydrochinonu 0,53
eter monoetylowy hydrochinonu 0,55

eter monobenzy lowy hydrochino- 0,58
nu

OZNACZANIE

Cel i zakres
Przedstawiono szczegdtowo procedure oznaczania hydrochinonu, eteru monometylowego hydrochinonu, eteru

monoetylowego hydrochinonu i eteru monobenzylowego hydrochinonu w produktach kosmetycznych do
rozja$niania skory.

Zasada
Probke ekstrahuje si¢ mieszaning woda/metanol podczas tagodnego ogrzewania w celu stopienia wszystkich

cieklych materialéw. Oznaczanie analizowanych substancji w powstalym roztworze wykonuje si¢ metoda
chromatografii cieczowej z zastosowaniem fazy odwréconej z detekcja w zakresie promieniowania UV.

Odczynniki

Wszystkie odczynniki powinny by¢ jakosci analitycznej. Stosowana woda musi by¢ woda destylowang lub
woda o co najmniej réwnowaznej czystosci.

Metanol

Hydrochinon

Eter monometylowy hydrochinonu

Eter monoetylowy hydrochinonu

Eter monobenzylowy hydrochinonu (monobenzon)

Tetrabydrofuran o jakosci odpowiedniej dla HPLC

Mieszanina woda/metanol 1:1 (v/v). Zmiesza¢ jedna objeto$¢ wody z jedng objetoscia metanolu (3.2)

Faza ruchoma: mieszanina tetrahydrofuran/woda 45:55 (v[v). Zmieszal 45 objetosci tetrahydrofuranu (3.7) i
55 objetosci wody

Roztwér odniesienia

Odwazy¢ 0,06 g hydrochinonu (3.3), 0,08 g eteru monometylowego hydrochinonu (3.4), 0,10 g eteru
monoetylowego hydrochinonu (3.5) i 0,12 g eteru monobenzylowego hydrochinonu (3.6) w 50-mililitrowej
kolbie miarowej. Rozpusci¢ i uzupehi¢ objetos¢ metanolem (3.2). Przygotowaé roztwor odniesienia przez

rozcieficzenie 10,00 ml tego roztworu do 50 ml mieszaning woda/metanol (3.8). Roztwory te musza by¢
$wiezo przygotowane.

Aparatura
Zwykly sprzet laboratoryjny i:
Laznia wodna, z mozliwoscig utrzymania temperatury 60 °C

Wysokosprawny chromatograf cieczowy z detektorem UV o zmiennej dlugosci fali i 10 pl petla do
wprowadzania prébki

Kolumna analityczna:

Kolumna ze stali kwasoodpornej, dtugo$¢ 250 mm, $rednica wewnetrzna 4,6 mm z wypeknieniem fenylowym
Zorbax (chemicznie zwiazany fenyloetylosilan osadzony na no$niku Zorbax SIL, na koricu ostonigty
trimetylochlorosilanem), rozmiar czasteczek 6 pm, lub réwnowaznym. Nie nalezy uzywaé kolumny zabezpie-
czajacej (ochronnej), z wyjatkiem ochrony fenylowej lub réwnowaznej
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4.4.

5.1.

5.2.

5.2.1.

5.2.2.

5.2.3.

Krazki bibuly filtracyjnej o $rednicy 90 mm (Schleicher and Schull, Weissband nr 5892 lub réwnowazna)

Procedura
Przygotowanie probki

Odwazy¢ z dokladnoscia do trzeciego miejsca 1 * 0,1 g (a graméw) probki w 50-mililitrowej kolbie
miarowej. Dyspergowa¢ prébke w 25 ml mieszaniny woda/metanol (3.8). Zamknal kolbe i wytrzasac
energicznie do uzyskania jednorodnej zawiesiny. Wytrzgsa¢ w ciggu co najmniej jednej minuty. Umiesci¢
kolb¢ w lazni wodnej (4.1) utrzymywanej w temperaturze 60 °C w celu poprawienia ekstrakeji. Schlodzi¢
kolb¢ i uzupehi¢ objgtos¢ mieszaning woda/metanol (3.8). Przesaczy¢ ekstrakt, uzywajac krazkéw bibuly
filtracyjnej (4.4). Wykonaé oznaczenie metoda HPLC w ciagu 24 godzin od przygotowania ekstraktu.

Wysokosprawna chromatografia cieczowa

Uregulowaé szybko$¢ przeplywu fazy ruchomej (3.9) na 1,0 ml/min i nastawi¢ dlugos¢ fali detektora na 295
nm.

Wprowadzi¢ strzykawka 10 pl roztworu probki otrzymanego jak opisano w ppkt 5.1 i zarejestrowal
chromatogram. Zmierzy¢ powierzchnie pikow. Przeprowadzi¢ kalibrowanie wedlug opisu w ppkt 5.2.3.
Poréwnaé chromatogramy otrzymane dla roztworéw prébki i roztworu mianowanego. Powierzchnie pikéw i
wspolczynniki kalibracyjne RF obliczone w ppkt 5.2.3 zastosowal do obliczenia st¢zen analizowanych
substancji w roztworze probki.

Kalibrowanie

Wprowadzi¢ strzykawka 10 pl roztworu odniesienia (3.10) i zarejestrowaé chromatogram. Wprowadzaé
probke kilkakrotnie az do otrzymania stalej powierzchni piku.

Oznaczy¢ wspétezynnik kalibracji RE:

RF, = 2,
G
w ktérym
p, = powierzchnia piku dla hydrochinonu, eteru monometylowego hydrochinonu, eteru monoetylowego

hydrochinonu lub eteru monobenzylowego hydrochinonu oraz

o
|

= stezenie (g/50 ml) w roztworze odniesienia (3.10) hydrochinonu, eteru monometylowego hydrochino-
nu, eteru monoetylowego hydrochinonu lub eteru monobenzylowego hydrochinonu.

Nalezy upewni¢ sig, czy chromatogramy otrzymane dla roztworu mianowanego i roztworu probki odpowia-
daja nastgpujacym wymaganiom:

— Rozdzial pikéw w najgorzej rozdzielonej parze powinien wynosi¢ co najmniej 0,90. (Definicje rozdzialu
pikéw przedstawiono na rysunku 1).

S
aQ

Rysunek 1. Rozdzial plikéw
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Jesli nie uzyskano wymaganego rozdziatu pikéw, nalezy zastosowaé kolumne o wigkszej rozdzielczosci lub
poprawia¢ sklad fazy ruchomej az do spelienia wymagan).

— Wspodlezynnik asymetrii A_ wszystkich otrzymanych pikéw powinien znajdowac si¢ w zakresie od 0,9 do
1,5. (Definicje wspélczynnika asymetrii pikéw przedstawiono na rysunku 2). Do zarejestrowania chroma-
togramu w celu oznaczenia wspétczynnika asymetrii polecana jest szybkos$¢ przesuwu papieru co najmniej

2 cm/min.

1 .,\\
| / \
| SN
: )/ \\
| / \

A= b | \\
| h \\
! \
] \
. \\
: a b
| & - Ah/10
v/ i v

Rysunek 2. Wspotezynnik asymetrii piku

— otrzymuje si¢ stala lini¢ podstawowa.

Obliczenie

Powierzchnie pikéw analizowanych substandji stosuje si¢ do obliczenia stezenia (stezen) tej (tych) substancji w
probee. Obliczy¢ stezenie analizowanej substancji w probce w procentach masowych (x) stosujac wzor:

b; - 100
xi % (m/m) = Il{Fi-a ,
w ktorym:
a = masa analizowanej probki w gramach,
b. = powierzchnia piku substancji analizowanej ,i” w prébce.

Powtarzalno$¢ (')

Dla zawartoici hydrochinonu 2,0 % réznica miedzy wynikami dwoéch réwnoleglych oznaczen wykonanych
dla tej samej prébki nie powinna przekracza¢ absolutnej wartosci 0,13 %.

Dla zawarto$ci eteru monometylowego hydrochinonu 1,0 % réznica migdzy wynikami dwoch réwnoleglych
oznaczen wykonanych dla tej samej probki nie powinna przekraczaé absolutnej wartosci 0,1 %.

Dla zawartosci eteru monoetylowego hydrochinonu 1,0 % réznica miedzy wynikami dwoch réwnoleglych
oznaczefi wykonanych dla tej samej probki nie powinna przekraczaé absolutnej wartosci 0,11 %.

Dla zawartosci eteru monobenzylowego hydrochinonu 1,0 % réznica migdzy wynikami dwéch réwnoleglych
oznaczen wykonanych dla tej samej probki nie powinna przekraczaé absolutnej wartosci 0,11 %.

Odtwarzalno$é (')

Dla zawartoici hydrochinonu 2,0 % réznica miedzy wynikami dwoéch oznaczenn wykonanych dla tej samej
probki w réznych warunkach (inne laboratoria, inni wykonawcy, inna aparatura iflub inny czas) me powinna
przekraczaé absolutnej wartosci 0,37 %.

() 1SO 5725.
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Dla zawarto$ci eteru monometylowego hydrochinonu 1,0 % réznica miedzy wynikami dwéch oznaczen
wykonanych dla tej samej probki w réznych warunkach (inne laboratoria, inni wykonawcy, inna aparatura
i/lub inny czas) nie powinna przekracza¢ absolutnej wartosci 0,21 %.

Dla zawartosci eteru monoetylowego hydrochinonu 1,0 % réznica migdzy wynikami dwoch oznaczen
wykonanych dla tej samej probki w réznych warunkach (inne laboratoria, inni wykonawcy, inna aparatura
i/lub inny czas) nie powinna przekracza¢ absolutnej wartosci 0,19 %.

Dla zawartosci eteru monobenzylowego hydrochinonu 1,0 % réznica miedzy wynikami dwoch oznaczen
wykonanych dla tej samej probki w réznych warunkach (inne laboratoria, inni wykonawcy, inna aparatura
i/lub inny czas) nie powinna przekraczaé absolutnej wartosci 0,11 %.

Uwagi

Jesli stwierdzono zawarto$¢ hydrochinonu znacznie ponad 2 %, a wymagana jest doktadna ocena zawartosci,
ekstrakt prébki (5.1) powinno sie rozcieficzy¢ do stezenia podobnego do tego, jakie mozna by otrzymaé z
probki zawierajacej 2 % hydrochinonu i powtérzy¢ oznaczenie.

(Dla wysokich stezen hydrochinonu w niektérych przyrzadach absorbancja moze znalezé si¢ poza liniowym
zakresem wskazan detektora).

Zakl6cenia

Opisana powyzej metoda pozwala na oznaczenie hydrochinonu i jego eteréow w jednym izokratycznym
przebiegu. Zastosowanie kolumny fenylowej zapewnia wystarczajaca zdolno$¢ zatrzymywania hydrochinonu,
czego nie mozna zagwarantowaé przy zastosowaniu kolumny C18 z uzyciem podanej fazy ruchomej.

Jednakze metoda ta jest podatna na zakldcenia przez szereg parabenéw (estréw kwasu 4-hydroksybenzoeso-
wego). W takich przypadkach nalezy powtdrzy¢ oznaczenie z réznymi ukladami faza ruchoma/faza stacjo-
narna. Odpowiednie metody mozna znalezé w przypisach 1 1 2:

Kolumna: Zorbax ODS, 4,6 mm x 25 mm lub réwnowazna:
temperatura: 36 °C,
szybko§¢ przeptywu: 1,5 ml/min
faza ruchoma:
dla hydrochinonu: metanol/woda 5/95 (v/v)
dla eteru monometylowego hydrochinonu: metanol/woda 30/70 (v/[v)

dla eteru monobenzylowego hydrochinonu: metanol/woda 80/20 (v/v) (),

Kolumna: Spherisorb S5-ODS lub réwnowazna:
faza ruchoma: wodajmetanol 90/10 (v[v),
szybko$¢ przeptywu: 1,5 ml/min.

Te warunki s3 odpowiednie dla hydrochinonu (3.

(') M. Herpol-Boiremans, 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. 8-203-214 (1986).

(3) J. Firth, L Rix, Determination of hydroquinone in skin toning creams, Analyst (1986), 111, str. 129.



