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SIESTA SMERNICA KOMISIE 95/32ES
zo 7. jila 1995
o metddach analyzy potrebnych na kontrolu zloZenia kozmetickych vyrobkov

(Text s vyznamom pre EHP)

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

so zretefom na smernicu Rady 76/768/EHS z 27. jula 1976
o aproximdcii pravnych predpisov clenskych krajin tykajicich
sa kozmetickych vyrobkov ('), naposledy zmenenti a doplnent
smernicou Komisie 94/32/ES (%), a najmd jej cldnok 8 odsek 1,

kedZe smernica 76/768/EHS ustanovuje tiradné testovanie koz-
metickych vyrobkov s cielom zabezpecit, ze budi vyhovovat
podmienkam ustanovenym opatreniami Komisie tykajicimi sa
zlozenia kozmetickych vyrobkov;

kedZe vSetky metddy analyzy maji byt ¢im skor ustanovené;
kedZe niektoré metddy analyzy uz boli prijaté smernicou
Komisie 80/1335/EHS (}), zmenenou a doplnenou smernicami
87/143[EHS () a 82[434EHS (), ktord bola zmenend
a doplnend smernicami 90/207/EHS (°), 83/514/EHS (),
85/490/EHS (%) a 93/73[EHS ();

ked7e dokaz a stanovenie kyseliny benzoovej, kyseliny 4-hy-
droxybenzoovej,  kyseliny  sorbovej, kyseliny salicylovej
a kyseliny propiénovej v kozmetickych vyrobkoch a dokaz
a stanovenie hydrochinénu, monometyléteru hydrochinénu,
monoetyléteru hydrochinénu a monobenzyléteru hydrochinénu
v kozmetickych vyrobkoch predstavuje Siesty krok;

kedZe opatrenia ustanovené touto smernicou st v stlade so
stanoviskom Vyboru pre prisposobenie smernice 76/768/EHS
technickému pokroku,

PRIJALA TUTO SMERNICU:

Cldnok 1

Clenské staty podnikni vetky opatrenia nevyhnutné na za-
bezpecenie toho, Ze pocas tiradného testovania kozmetickych
vyrobkov:

. ES L 262, 27.9.1976, s. 169.
. ES L 181, 15.7.1994, s. 31.
. ES L 383, 31.12.1980, s. 27.
. ES L 57,27.2.1987, s. 56.

. ES L 185, 30.6.1982, s. 1.

. ES L 108, 28.4.1990, s. 92.
. ES L 291, 24.10.1983, s. 9.
. ES L 295, 7.11.1985, s. 30.
. ES L 231, 14.9.1993, s. 34.
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— dokaz a stanovenie kyseliny benzoovej, kyseliny 4-hydroxy-
benzoovej, kyseliny sorbovej, kyseliny salicylovej a kyseliny
propiénove;j,

— dokaz a stanovenie hydrochinénu, monometyléteru hydro-
chinénu, monoetyléteru hydrochinénu a monobenzyléteru
hydrochinénu,

sa budd ziskavat v stlade s metédami opisanymi v prilohe.

Cldnok 2

1. Clenské 3tity prijmG zdkony, iné pravne predpisy
a spravne opatrenia potrebné na dosiahnutie siladu s touto
smernicou do 30. septembra 1996. Bezodkladne o tom budi
informovat Komisiu.

Clenské staty uvedt priamo v prijatych ustanoveniach alebo pri
ich tiradnom uverejneni odkaz na tito smernicu. Podrobnosti
o odkaze upravia clenské staty.

2. Clenské 3tity ozndmia Komisii znenie hlavnych ustano-
veni vniitrostatnych pravnych predpisov, ktoré prijmd v oblasti
poOsobnosti tejto smernice.

Cldnok 3

Této smernica nadobtida G¢innost dvadsiaty den po jej uverej-
neni v Uradnom vestniku Eurdpskych spolocenstiev.

Cldnok 4
Této smernica je adresovand ¢lenskym Statom.
V Bruseli 7. jula 1995

Za Komisiu
Emma BONINO

clenka Komisie
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PRILOHA

I. DOKAZ A STANOVENIE KYSELINY BENZOOVEJ, KYSELINY 4-HYDROXYBENZOOVEJ, KYSELINY SORBOVE],

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.

2.16.

2.17.

KYSELINY SALICYLOVE] A KYSELINY PROPIONOVE} V KOZMETICKYCH VYROBKOCH

Rozsah a oblast pouZitia

Tdto metdda je pouzitelnd na dokaz a stanovenie kyseliny benzoovej, kyseliny 4-hydroxybenzoovej, kyseliny
sorbovej, kyseliny salicylovej a kyseliny propionovej v kozmetickych vyrobkoch. Samostatné postupy opisuji
dokaz tychto konzervacnych ldtok: stanovenie kyseliny propiénovej; a stanovenie kyseliny 4-hydroxybenzo-
ovej, kyseliny salicylovej, kyseliny sorbovej a kyseliny benzoovej.

Definicia

Mnozstvd kyseliny benzoovej, kyseliny 4-hydroxybenzoovej, kyseliny salicylovej, kyseliny sorbovej a kyseliny
propénovej stanovené touto metédou sa vyjadruji ako hmotnostné percentd volnych kyselin.

Princip

Po acidobézickej extrakcii konzervacnych ldtok sa extrakt ndsledne analyzuje tenkovrstvovou chromatografiou
(TLC) a reakénou chromatografiou (,derivatizdcia na platni). Podla vysledkov sa identifikdcia potvrdi vysoko
t¢innou kvapalinovou chromatografiou (HPLC) alebo v pripade kyseliny propiénovej plynovou chromatogra-
fiou (GC).

Cinidl4
Vseobecné informdcie

Vsetky c¢inidld musia byt analyticky Cisté. Pouzitd voda musi byt destilovand alebo minimalne voda
rovnocennej Cistoty.

Acetén

Dietyléter

Acetonitril

Toluén

n-Hexdn

Parafinovy olej

Kyselina chlorovodikovd, 4 M
Hydroxid draselny, vodny roztok, 4 M
Chlorid vépenaty, CaCl,. 2H,0
Uhlicitan litny, Li,CO,
2-Brém-2"-acetonafton
Kyselina 4-hydroxybenzoova
Kyselina salicylovd

Kyselina benzoova

Kyselina sorbové

Kyselina propionové
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2.18.

2.19.

2.20.

2.21.

2.22.

3.1.

3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

3.8.

3.9.

Referencné roztoky

Pripravia sa 0,1 % (m/V) roztoky (100 mg/100 ml) kazdej z piatich konzervaénych litok (2.13 az 2.17)
v dietyléteri.

Derivatizacné cinidlo

0,5 % (m/V) roztok 2-brém-2-acetonaftonu (2.12) v acetonitrile (2.4) (50 mg/10 ml). Tento roztok sa md
pripravovat kazdy tyzden Cerstvy a md sa uskladiovat v chladnicke.

Roztok katalyzdtora

0,3 % (m/V) roztok uhli¢itanu litneho (2.11) vo vode (300 mg/100 ml). Tento roztok sa mé vidy pripravovat
cerstvy.

Vyvijaci roztok
Toluén (2.5)[acetén (2.2), 20:0,5 (obj. diely)

Kvapalny parafin (2.7)[n-hexdn (2.6), 1:2 (obj. diely)

Pristroje a pomdcky

Bezné laboratérne pomocky

Vodny kipel, s moZnostou nastavenia teploty na 60 °C
Vyvijacia komora

Zdroj ultrafialového svetla, 254 a 366 nm.

Platne na tenkovrstvovi chromatografiu (TLC), potiahnuté silikagélom 60 bez fluorescen¢ného indikdtora, 20
x 20 cm, hribka vrstvy 0,25 mm s koncentracnou zénou 2,5 x 20 cm (Merck 11845 alebo ich ekvivalent)

Mikrostriekacka, 10 pl

Mikrostriekacka, 25 pl

Susiarefl, s moznostou nastavenia teploty do 105 °C

50-ml sklené skimavky so skrutkovacim uzdverom

Filtra¢ny papier s priemerom 90 mm, Schleicher & Schull, Weissband ¢. 5892 alebo jeho ekvivalent
Univerzdlny pH indikdtorovy papier, pH 1-11

5 ml sklené vzorkovnice

Rota¢nd vdkuovd odparka (Rotavapor alebo ekvivalent)

Vyhrievacia platiia (varic)

Postup
Priprava vzorky

Do 50 ml skiimavky so skrutkovacim uzdverom (3.8) sa navdzi priblizne 1 g vzorky. Pridaju sa Styri kvapky
4 M roztoku kyseliny chlorovodikovej (2.8) a 40 ml aceténu (2.2). V pripade velmi zdsaditych vyrobkov, ako
napr. toaletné mydlo, by sa malo pridat 20 kvapiek 4 M roztoku kyseliny chlorovodikove;j (2.8). Indikétoro-
vym papierikom (3.10) sa skontroluje, ¢i pH je priblizne dva. Skimavka sa uzavrie a jednu mindtu sa
intenzivne pretrepava.

Ak je potrebné ulahcit extrakciu konzervacnych latok do aceténovej fdzy, vzorka sa mierne zahrieva na asi
60 °C do roztopenia kvapalnej fazy.

Roztok sa ochladi na laboratérnu teplotu a cez filtraény papier (3.9) sa prefiltruje do kuzelovitej banky.
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4.2.

2.1.

2.2.

2.3.

20 ml filtrdtu sa prenesie do 200 ml kuzelovitej banky, pridd sa 20 ml vody a premiesa sa. pH zmesi sa so 4
M roztokom hydroxidu draselného (2.9) upravi na priblizne 10, na meranie pH sa pouzije indikdtorovy
papierik (3.10).

Pridd sa 1 g chloridu vépenatého (2.10) a intenzivne sa pretrepe. Cez filtracny papier (3.9) sa prefiltruje do
250 ml oddelovacicho lievika obsahujiceho 75 ml dietyléteru (2.3) a jednu mindtu sa intenzivne pretrepava.
Nechaji sa oddelit vrstvy a vodna vrstva sa vypusti do 250 ml kuzelovitej banky. Eterickd vrstva sa vyleje.
Pomocou indikdtorového papiera (3.10) sa so 4 M roztokom kyseliny chlorovodikovej (2.8) upravi pH
vodného roztoku na priblizne dva. Pridd sa 10 ml dietyléteru (2.3), banka sa uzavrie a jednu minitu
intenzivne pretrepdva, nechaji sa oddelit vrstvy a éterickd vrstva sa prenesie do odparovacicho zariadenia
(3.12). Vodna vrstva sa vyleje.

Eterickd vrstva sa odpari takmer do sucha a zvySok sa znova rozpusti v 1 ml dietyléteru (2.3). Roztok sa
prenesie do sklenej vzorkovnice (3.11).

Tenkovrstvovd chromatografia

Pre kazdy Standard a vzorku, ktoré maji byt nanesené na tenkovrstvovi platiu, sa v rovnakej vzdialenosti na
Startovaciu Ciaru v koncentracnej zéne TLC platne (3.4) striekackou (3.5) nanest priblizne 3 pl roztoku
uhlicitanu litneho (2.20) a platnicka sa vysusi v prade studeného vzduchu.

TLC platia sa prenesie na vyhrievaciu platiiu (3.13) vyhriatu na 40 °C, aby sa skvrny pri nandsani udrzali ¢o
najmensie. Mikrostriekackou (3.5) sa na Startovaciu Ciaru platne nanesie 10 pl kazdého roztoku standardu
(2.18) a roztoku vzorky (4.1), presne na miesta, kde boli nanesené $kvrny roztoku uhli¢itanu litneho.

Nakoniec sa nanesie priblizne 15 pl derivatizaéného c¢inidla (2.19) (roztoku 2-brém-2-acetonafténu), opit
presne na miesta, kde boli nanesené skvrny roztokov $tandardov/vzorky a roztoku uhlicitanu litneho.

TLC platiia sa zahrieva v susiarni (3.7) na 80 °C 45 mindt. Po ochladeni sa platiia vyvija vo vyvijacej komore
(3.2), nasycovanej pocas 15 minut (bez pouzitia vlozky z filtracného papiera), vyvijacim rozpustadlom 2.21

(toluén/acetén), kym Eelo rozpustadla nedosiahne vzdialenost 15 cm od Startu (to moze trvat priblizne 80
minat).

Platna sa vysusi v priide studeného vzduchu a ziskané skvrny sa vysetria pod UV svetlom (3.3). Na zvySenie
fluorescencie slabych skvin sa TLC platia moze ponorit do zmesi kvapalného parafinu a n-hexdnu (2.22).

Dokaz
Vypocitaji sa hodnoty Rf pre kazda skvrnu.

Porovnajii sa hodnoty Rf a sprdvanie sa pri oZziareni UV svetlom pozorované pri $kvrnich ziskanych zo
vzorky so $kvrnami ziskanymi z roztokov Standardov.

Vyvodia sa predbezné zdvery o pritomnosti a identite pritomnych konzervacnych latok. Uskutocni sa
identifikdcia pomocou HPLC opisand v oddieli B, alebo, ak sa ukazuje, Ze je pritomnd kyselina propionovd,
pomocou GC opisand v oddieli C. Ziskané retencné casy sa porovnaji s Casmi ziskanymi pri roztokoch
Standardov.

Vysledky TLC a HPLC alebo GC sa spoja a konecny dokaz pritomnosti konzervacnych litok vo vzorke

vychddza z kombindcie vysledkov.

STANOVENIE = KYSELINY BENZOOVE], KYSELINY 4-HYDROXYBENZOOVE], KYSELINY SORBOVE]
A KYSELINY SALICYLOVE]

Princip

Po okysleni sa vzorka extrahuje zmesou etanolu a vody. Po filtracii sa konzerva¢né litky nasledne stanovia
vysoko tucinnou kvapalinovou chromatografiou (HPLC).

Cinidl4

Vsetky cinidld musia byt analyticky cisté a ak je to potrebné, vhodné na HPLC. Pouzitd voda musi byt
destilovand alebo minimélne voda rovnocennej ¢istoty

Etanol, absolutny

Kyselina 4-hydroxybenzoova
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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.

Kyselina salicylova

Kyselina benzoova

Kyselina sorbové

Octan sodny, CH,COONa. 3 H,0
Kyselina octovd, (a)*, = 1,05 g/ml
Acetonitril

Kyselina sirovd, 2 M

Hydroxid draselny, vodny roztok, 0,2 M
Kyselina 2-metoxybenzoovd

Zmes etanol/voda.

Zmie$a sa devit objemovych dielov etanolu (2.2) a jeden objemovy diel vody (2:1)

Roztok vnutorného Standardu

Pripravi sa roztok obsahujtici priblizne 1 g kyseliny 2-metoxybenzoovej (2.12) v 500 ml zmesi etanol/voda
(2.13)

Mobilnd fiza na HPLC

Octanovy tlmivy roztok: 6,35 g octanu sodného (2.7) a 20,0 ml kyseliny octovej (2.8) sa pridd k 1 1 vody
a premiesa sa

Mobilnd fdza sa pripravi zmieSanim deviatich objemovych dielov octanového tlmivého roztoku (2.15.1)
a jedného objemového dielu acetonitrilu (2.9)

Zasobny roztok konzervacnych latok

Do 50 ml odmernej banky sa presne navazi priblizne 0,05 g kyseliny 4-hydroxybenzoovej (2.3), 0,2 g
kyseliny salicylovej (2.4), 0,2 g kyseliny benzoovej (2.5) a 0,05 g kyseliny sorbovej (2.6) a doplni sa po
znacku zmesou etanol/voda (2.13). Roztok sa uskladiiuje v chladnicke. Roztok je stdly jeden tyzden.

Standardné roztoky konzerva¢nych ldtok

Do série 20 ml odmernych baniek sa prenesie jednotlivo 8,00, 4,00, 2,00, 1,00 a 0,50 ml zdsobného
roztoku (2.16). Do kazdej banky sa pridd po 10,00 ml roztoku vnitorného $tandardu (2.14) a 0,5 ml 2 M
roztoku kyseliny sirovej (2.10). Doplni sa po znacku zmesou etanol/voda (2.13). Tieto roztoky sa musia
pripravovat cerstvé.

Pristroje a pomdcky

Ak nie je inak uvedené, bezné laboratorne vybavenie a:

Vodny kipel, nastaveny na 60 °C

Vysoko G¢inny kvapalinovy chromatograf s nastavitelnym UV detektorom a 10 pl dédvkovacou sluckou
Analytickd koléna

Z nehrdzavejicej ocele, dlhd 12,5 az 25 c¢m, s vndtornym priemerom 4,6 mm, s napliiou Nucleosil 5C18
alebo ekvivalentnou

Filtracny papier s priemerom 90 mm, Schleicher & Schull, Weissband ¢. 5892 alebo jeho ekvivalent

50-ml sklené skdmavky so skrutkovacim uzdverom.
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3.6.

3.7.

4.2.

4.2.1.

4.2.2.

5 ml sklenené vzorkovnice.

Varné kamienky, karborundové, s rozmerom 2 az 4 mm alebo ich ekvivalent

Postup
Priprava vzorky
Priprava vzorky bez pridavku vnitorného $tandardu

Do 50 ml skiimavky so skrutkovacim uzdverom (3.5) sa navazi 1 g vzorky. Do skdmavky sa pipetou pridd
1,00 ml 2 M roztoku kyseliny sirovej (2.10) a 40,0 ml zmesi etanol/voda (2.13). Pridd sa priblizne 1 g
varnych kamienkov (3.7), skiimavka sa uzavrie a intenzivne sa pretrepdva aspon jednu minttu, kym sa
neziska homogénna suspenzia. Na ulahcenie extrakcie konzerva¢nych litok do etanolickej fzy sa skiimavka
umiestni presne na pat mintt do vodného kipela (3.1) udrziavaného na 60 °C.

Skiimavka sa ihned ochladi pod priadom studenej vody a extrakt sa uskladni na jednu hodinu pri teplote
5 °C.

Extrakt sa prefiltruje cez filtraény papier (3.4). Priblizne 2 ml extraktu sa prenesti do sklenenej vzorkovnice
(3.6). Extrakt sa uschovéva pri teplote 5 °C a HPLC stanovenie sa uskuto¢ni do 24 hodin od jeho pripravy.

Priprava vzorky s pridavkom vnitorného Standardu

Do 50 ml skimavky so skrutkovacim uzdverom (3.5) sa navdzi s presnostou na tri desatinné miesta
1+ 0,1 g (a gramov) vzorky. Pipetou sa pridd 1,00 ml 2 M roztoku kyseliny sirovej (2.10) a 30,0 ml zmesi
etanol/voda (2.13). Pridd sa priblizne 1 g varnych kamienkov (3.7) a 10,00 ml roztoku vnitorného standardu
(2.14). Skimavka sa uzavrie a intenzivne sa pretrepdva aspoil jednu mindtu, kym sa neziska homogénna
suspenzia. Na ulahcenie extrakcie konzervacnych litok do etanolickej fizy sa skiimavka umiestni presne na
pat minit do vodného kipela (3.1) udrziavaného na 60 °C.

Skiimavka sa ihned ochladi pod pridom studenej vody a extrakt sa uskladni na jednu hodinu pri teplote
5 °C.

Extrakt sa prefiltruje cez filtracny papier (3.4). Priblizne 2 ml extraktu sa prenesii do sklenej vzorkovnice
(3.6). Extrakt sa uschovava pri teplote 5 °C a HPLC stanovenie sa uskuto¢ni do 24 hodin od jeho pripravy.

Vysoko tc¢innd kvapalinovd chromatografia
Mobilnd féza: acetonitril/octanovy tlmivy roztok (2.15).

Prietokové rychlost mobilnej fizy cez kolénu sa nastavi na 2,0 + 0,5 ml/mindtu. Detektor sa nastavi na
vlnova dlzku 240 nm.

Kalibracia

Do kvapalinového chromatografu (3.2) sa vstreknd 10 pl ddvky kazdého zo Standardnych roztokov
konzerva¢nych litok (2.17). Pre kazdy roztok sa stanovi pomer vysky piku skdmanej konzervacnej litky
k vyske piku vndtorného Standardu ziskanych z chromatogramov. Pre kazdi konzervacni litku sa zostroji
graf zdvislosti vysky piku od koncentricie kazdého Standardného roztoku.

Overi sa, ¢i sa pre Standardné roztoky postupom pre kalibraciu ziskala linedrna zavislost.
Stanovenie

Do kvapalinového chromatografu (3.2) sa naddvkuje 10 pl extraktu vzorky (4.1.1) a zaznamend sa
chromatogram. Naddvkuje sa 10 pl Standardného roztoku konzervacnej latky (2.17) a zaznamend sa
chromatogram. Ziskané chromatogramy sa porovnaji. Ak sa na chromatografe extraktu vzorky (4.1.1)
neobjavi Ziadny pik s priblizne rovnakym retenénym casom, ako md kyselina 2-metoxybenzoova (odpordcany
vnatorny $tandard), naddvkuje sa 10 pl extraktu vzorky s pridavkom vniitorného $tandardu (4.1.2)
a zaznamend sa chromatogram.

Ak sa v chromatograme extraktu vzorky (4.1.1) pozoruje rusiaci pik s rovnakym retenénym casom ako md
kyselina 2-metoxybenzoovd, vyberie sa iny vhodny vndtorny $tandard. (Ak sa pik pre jednu zo skiimanych
konzervacnych latok nenachddza v chromatograme, tito konzervacnd ltka sa pouzije ako vnitorny Standard.)

Overf sa, ¢ chromatogramy ziskané pre roztok Standardu a roztok vzorky spliaji nasledovné poziadavky:

— rozliSenie pikov najhorsie oddeleného pdru md byt aspon 0,9. (Definiciu rozliSenia pikov pozri na obr. 1.)
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Obr. 1: rozliSenie pikov

Ak sa nedosiahne pozadované oddelenie pikov, bud by sa mala pouZit G¢innejsia kolona alebo by sa malo
upravovat zloZenie mobilnej fazy, aZ kym sa nesplni tito poZziadavka.

— Koeficient asymetrie A vSetkych ziskanych pikov sa md pohybovat medzi 0,9 az 1,5. (Pre definiciu
koeficienta asymetrie pozri obr. 2). Na zaznamenanie chromatogramu pre stanovenie koeficienta asymetrie
sa odportca rychlost zapisovaca aspof 2 cm/mindtu.

Obr. 2: koeficient asymetrie piku

— M4 sa ziskat vyrovnand zdkladnd ciara (base line).

Vypocet

Na vypocet koncentrdcie kyslych konzerva¢nych latok v roztoku vzorky sa pouziji pomery vysok pikov
skiimanych konzervaénych ldtok k vyske piku kyseling 2-metoxybenzoovej (vnitorného Standardu)
a kalibracnej krivky. Obsah kyseliny benzoovej, 4-hydroxybenzoovej, kyseliny sorbovej alebo kyseliny
salicylovej vo vzorke sa v hmotnostnych percentich (x) vypocita pomocou vzorca:

100-20-b b
X % (m/m) = T =002

kde:

a = hmotnost (g) skisobnej vzorky (4.1.2),

b = koncentricia (ug/ml) konzervacnej litky v extrakte vzorky (4.1.2) ziskand z kalibracnej krivky.
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7.1.

7.2.

4.1.

4.2.

4.3.

4.4.

4.5.

4.6.

Opakovatelnost (!)

Pri obsahu kyseliny 4-hydroxybenzoovej 0,40 % nema rozdiel medzi vysledkami dvoch paralelne uskutocne-
nych stanoveni na tej istej vzorke presiahnut v absolttnej hodnote 0,035 %.

Pri obsahu kyseliny benzoovej 0,50 % nemd rozdiel medzi vysledkami dvoch paralelne uskutocnenych
stanoveni na tej istej vzorke presiahnut v absolttnej hodnote 0,050 %.

Pri obsahu kyseliny salicylovej 0,50 % nemd rozdiel medzi vysledkami dvoch paralelne uskuto¢nenych
stanoveni na tej istej vzorke presiahnut v absolitnej hodnote 0,045 %.

Pri obsahu kyseliny sorbovej 0,60 % nemd rozdiel medzi vysledkami dvoch paralelne uskuto¢nenych
stanoveni na tej istej vzorke presiahnut v absoltitnej hodnote 0,035 %.

Pozndmky

Vysledky testu nehomogenity uskuto¢neného na tejto metéde ukazuji, Ze mnozstvo kyseliny sirovej pridanej
do extraktu kyselin zo vzorky je kritické a ohrani¢enia pre mnozZstvo spracovanej vzorky sa maji udrzat
v predpisanych medziach.

Ak je to ziaduce, pouzije sa primerand predkoléna.

STANOVENIE KYSELINY PROPIONOVE]

Rozsah a oblast pouZzitia

Tito metéda je vhodnd na stanovenie kyseliny propiénovej s maximalnou koncentriciou 2 % (hmotn.)
v kozmetickych vyrobkoch.

Definicia

Koncentrdcia kyseliny propiénovej stanovend touto metédou sa vyjadri v hmotnostnych percentich (%

hmotn.) vyrobku.

Princip

Stanovenie kyseliny propionovej sa po extrakcii z vyrobku ndsledne uskutoéni prostrednictvom plynovej
chromatografie s vyuzitim kyseliny 2-metylpropanovej ako vnitorného standardu.

Cinidld

Vsetky cinidld musia byt analyticky cisté; musi byt pouzitd destilovand voda alebo minimdlne voda
rovnocennej cistoty.

Etanol, 96 % (obj.).

Kyselina propionova

Kyselina 2-metylpropanové

Kyselina trihydrogenfosfore¢nd, 10 % (hmotn.).
Roztok kyseliny propiénovej

Do 50 ml odmernej banky sa presne navazi priblizne 1,00 g (p gramov) kyseliny propiénovej a doplni sa
etanolom (4.1) po znacku.

Roztok vnutorného Standardu

Do 50 ml odmernej banky sa presne navazi priblizne 1,00 g (e gramov) kyseliny 2-metylpropanovej a doplni
sa etanolom (4.1) po znacku.

() 1SO 5725.
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5.1.

5.2.

5.3.

5.4.

5.5.

6.1.

6.1.1.

6.2.

6.3.

6.3.1.

Pristroje a pomdcky

Bezné laboratérne vybavenie a:

Plynovy chromatograf s plamefovo-ionizatnym detektorom.
Sklend skimavka (20 x 150 mm) so skrutkovacim uzdverom.
Vodny kupel pri 60 °C

10 ml sklend striekacka s membranovym filtrom (priemer pérov: 0,45 pm).

Postup
Priprava vzorky
Priprava vzorky bez vniitorného $tandardu

Do sklenej skimavky (5.3) sa navazi priblizne 1 g vzorky. Pridd sa 0,5 ml roztoku kyseliny fosforecnej (4.4)
a 9,5 ml etanolu (4.1).

Skiimavka sa uzavrie a intenzivne sa pretrepe. Ak je to potrebné, skimavka sa umiestni do vodného kapela
zahriateho na 60 °C (5.4) na paf minut, aby sa tplne rozpustila tukovd vrstva. Rychlo sa ochladi pod tecticou
vodou. Cast roztoku sa prefiltruje cez membranovy filter (5.5). Filtrdt sa chromatografuje v ten isty den.

Priprava vzorky s vnatornym Standardom

Do sklenej skiimavky (5.3) sa navdZi s presnostou na tri desatinné miesta 1 + 0,1 g (a gramov) vzorky. Pridd
sa 0,5 ml roztoku kyseliny fosfore¢nej (4.4), 0,5 ml roztoku vnitorného Standardu (4.5) a 9 ml etanolu (4.1).

Skiimavka sa uzavrie a intenzivne sa pretrepe. Ak je to potrebné, skimavka sa umiestni do vodného kiapela
zahriateho na 60 °C (5.4) na paf mindt, aby sa rozpustila tukovd vrstva. Rychlo sa ochladi pod tecticou
vodou. Cast roztoku sa prefiltruje cez membrdnovy filter (5.5). Filtrdt sa chromatografuje v ten isty den.

Podmienky pre plynovi chromatografiu

Odporticané st nasledovné podmienky pre meranie:

Koldna
typ nehrdzavejica ocel
dfzka 2m
priemer 1/8¢
napln IOV% SP™ 1000 (alebo ekvivalent) + 1 % H,PO, na Chromosorb-e WAW 100 az 120
mes
Teplota
davkovac¢ 200 °C
koléna 120 °C
detektor 200 °C
nosny plyn dusik
prietokovd 25 ml/min
rychlost
Chromatografia
Kalibracia

Do série 20 ml odmernych baniek sa pipetou prenesie jednotlivo 0,25, 0,50, 1,00, 2,00 a 4,00 ml roztoku
kyseliny propionovej (4.5). Do kazdej odmernej banky sa pipetou prenesie po 1,00 ml roztoku vniatorného
Standardu (4.6); doplni sa etanolom (4.1) po znacku a premiesa sa. Takto pripravené roztoky obsahuji e
mg/ml kyseliny 2-metylpropanovej ako vnitorného standardu (¢o predstavuje 1 mg/ml, ak e = 1 000) a p/4,
p/2, p, 2p a 4p mg/ml kyseliny propdnovej (Co predstavuje 0,25, 0,50, 1,00, 2,00 a 4,00 mg/ml, ak p =
1 000).

Nadavkuje sa 1 pl kazdého z tychto roztokov a nanesenim pomeru hmotnosti kyseliny propiénovej/kyseliny
2-metylpropénovej na os x a pomer zodpovedajicich ploch pikov na os y sa ziska kalibra¢nd krivka. Spravia
sa tri vstreknutia kazdého roztoku a vypocita sa pomer priemernej plochy piku.
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Kazdy roztok sa nadavkuje trikrdt a vypocita sa priemerny pomer plochy piku.
6.3.2.  Stanovenie

Naddvkuje sa 1 pl filtrdtu vzorky 6.1.1. Chromatogram sa porovnd s chromatogramom jedného zo
Standardnych roztokov (6.3.1).

Ak mé pik priblizne rovnaky retenény Cas ako kyselina 2-metylpropdnovd, pouZije sa iny vndtorny Standard.
Ak sa nepozoruje pik rusiaci stanovenie, naddvkuje sa 1 pl filtrdtu vzorky 6.1.2 a zmerajii sa plochy piku
kyseliny propiénovej a piku vnitorného Standardu.

7. Vypocty

7.1. Z kalibracnej krivky ziskanej v 6.3.1 sa ziska pomer hmotnosti (K) zodpovedajiici ploche pikov, vypocitany
v 6.3.2.

7.2. Z takto ziskaného pomeru hmotnosti sa vypocita obsah kyseliny propiénovej vo vzorke (x) ako hmotnostné

percento pomocou vzorca:

0,5-100-e e
9 i i gt
% % (m/m) 50-a a’

kde:

K = pomer vypocitany v 7.1,

o
1l

hmotnost vnitorného Standardu v gramoch, navdzeného v 4.6.,

a = hmotnost vzorky v gramoch, navdzenej v 6.1.2.

Vysledky sa zaokrdhlia na jedno desatinné miesto.

8. Opakovatelnost (!)

Pri obsahu kyseliny propiénovej 2 % (hmotn.) nemd rozdiel medzi vysledkami dvoch paralelne uskuto¢ne-
nych stanoveni na tej istej vzorke presiahnut 0,12 %.

1. DOKAZ A STANOVENIE HYDROCHIN()NU, MONOMETYLETEBU HYDROCHINONU, MONOETYLETERU HYDRO-
CHINONU A MONOBENZYLETERU HYDROCHINONU V KOZMETICKYCH VYROBKOCH

1. Rozsah a oblast pouZzitia

Metdda opisuje detekciu a dokaz hydrochinénu, monometyléteru hydrochinénu, monoetyléteru hydrochinénu
a monobenzyléteru hydrochinénu (monobenzénu) v kozmetickych vyrobkoch na zosvetlovanie pokozky.

2. Princip

Hydrochinén a jeho étery sa dokdzu tenkovrstvovou chromatografiou (TLC).
3. Cinidl4
Vsetky c¢inidld musia byt analyticky cisté.

() 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.

Etanol, 96 % (obj.).

Chloroform.

Dietyléter.

Vyvijacia rozpustadlovd zmes:

chloroform/dietyléter, 66:33 (obj. diely).

Amoniak, 25 % vodny roztok (hmotn.) (d*, = 0,91 g/ml).
Kyselina askorbovd

Hydrochinén

Monometyléter hydrochinénu

Monoetyléter hydrochinénu

Monobenzyléter hydrochinénu (monobenzon)

Referencné roztoky

Maji byt Cerstvo pripravené nasledovné referencné roztoky; si stile jeden den.

Do delenej 10 ml skiimavky sa navazi 0,05 g hydrochinénu (3.7). Pridd sa 0,250 g kyseliny askorbovej (3.6)
a 5 ml etanolu (3.1). Priddva sa roztok amoniaku (3.5), kym pH nie je 10 a doplni sa do objemu 10 ml
etanolom (3.1).

Do delenej 10 ml skiimavky sa navazi 0,05 g monometyléteru hydrochinénu (3.8). Pridd sa 0,250 g kyseliny
askorbovej (3.6) a 5 ml etanolu (3.1). Priddva sa roztok amoniaku (3.5), kym pH nie je 10 a doplni sa do
objemu 10 ml etanolom (3.1).

Do delenej 10 ml skiimavky sa navazi 0,05 g monoetyléteru hydrochinénu (3.9). Pridd sa 0,250 g kyseliny
askorbovej (3.6) a 5 ml etanolu (3.1). Priddva sa roztok amoniaku (3.5), kym pH nie je 10 a doplni sa do
objemu 10 ml etanolom (3.1).

Do delenej 10 ml skdmavky sa navdzi 0,05 g monobenzyléteru hydrochinénu (3.10). Pridd sa 0,250 g
kyseliny askorbovej (3.6) a 5 ml etanolu (3.1). Priddva sa roztok amoniaku (3.5), kym pH nie je 10 a doplni
sa do objemu 10 ml etanolom (3.1).

Dusi¢nan strieborny

Kyselina fosfore¢nano-dodekamolybdénova
Hexahydrat hexakyanozelezitanu draselného
Hexahydrét chloridu Zelezitého

Cinidl4 na postriekanie chromatogramu

Do 5 % (hmotn.) vodného roztoku dusi¢nanu striecborného (3.12) sa pridd roztok amoniaku (3.5), kym sa
vytvorend zrazenina nerozpusti.

Upozornenie:
tento roztok sa statim stdva explozivne nestabilny a md sa po pouziti vyliat.

10 % (hmotn.) roztok kyseliny fosfore¢nano-dodekamolybdénovej (3.13) v etanole (3.1).



182 Uradn)’r vestnik Eurdpskej tnie 13/zv. 15

3.16.3. Pripravi sa 1 % (hmotn.) vodny roztok hexakyanozelezitanu draselného (3.14) a 2 % (hmotn.) vodny roztok
chloridu Zelezitého (3.15). Tesne pred pouzitim sa zmiesajii rovnaké diely obidvoch roztokov.

4, Pristroje a pomocky

Bezné laboratérne vybavenie a:

4.1. Bezné vybavenie na TLC

4.2. Hotové TLC platne: silikagél GHR/UV,,; 20 x 20 cm (Machery, Nagel alebo ich ekvivalent). Hribka vrstvy
0,25 mm.

4.3. Ultrazvukovy kapel

4.4. Centrifiga

4.5. UV lampa, 254 nm

5. Postup

5.1. Priprava vzorky

Do 10 ml delenej skimavky sa navazia 3,0 g vzorky. Pridd sa 0,250 g kyseliny askorbovej (3.6) a 5 ml
etanolu (3.1). S pouzitim roztoku amoniaku (3.5) sa pH upravi na 10. Etanolom (3.1) sa doplni do objemu
10 ml. Skimavka sa uzavrie zdtkou a 10 mintit sa homogenizuje v ultrazvukovom kupeli. Prefiltruje sa cez
filtracny papier alebo odstredi na centriftige pri 3 000 ot./min.

5.2. TLC
5.2.1.  Chromatografickd komora sa nasyti parami vyvijacej rozptstadlovej zmesi (3.4).

5.2.2.  Na platilu sa nanesti po 2 pl referenénych roztokov (3.11) a 2 pl roztoku vzorky (5.1). Vyvija sa v tme pri
laboratérnej teplote, kym celo rozpustadlovej zmesi nevystipi do vzdialenosti 15 cm od Startu.

5.2.3.  Platna sa vyberie a nechd sa vysusit pri laboratérnej teplote.
5.3. Detekcia
5.3.1.  Platna sa pozoruje pod UV svetlom pri 254 nm a oznacia sa polohy skvin.

5.3.2.  Platna sa postrieka:
— Cinidlom s dusicnanom striebornym (3.16.1) alebo
— dinidlom s kyselinou fosfore¢nano-dodekamolybdénovou (3.16.2) a zahreje sa na 120 °C alebo

— roztokom hexakyanozelezitanu draselného a roztokom chloridu Zelezitého (3.16.3).

6. Dokaz
Vypocitaji sa Rf hodnoty pre kazda skvrnu.

Porovnaji sa Skvrny ziskané pre roztok vzorky so skvrnami referencnych roztokov so zretelom na: ich Rf
hodnoty; farbu skvin pod UV svetlom; a farbu $kvin po ich vizualizacii postrickanim ¢inidlom.

Uskuto¢ni sa HPLC opisand v nasledujiicom oddiele (B) a porovnaji sa retenéné Casy zistené pre piky vzorky
s retenénymi Casmi pikov referencnych roztokov.

Vysledky TLC a HPLC na dokaz pritomnosti hydrochinénu afalebo jeho esterov sa skombinuj.

7. Pozndmky

Za opisanych podmienok boli pozorované nasledovné Rf hodnoty:
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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.

hydrochinén: 0,32
monometyléter hydrochinénu: 0,53
monoetyléter hydrochinénu: 0,55
monobenzyléter hydrochinénu: 0,58
STANOVENIE

Rozsah a oblast pouzitia

Tdto met6da blizsie urCuje postup na stanovenie hydrochinénu, monometyléteru hydrochinénu, monoetyléte-
ru hydrochinénu a monobenzyléteru hydrochinénu v kozmetickych vyrobkoch na zosvetlovanie pokozky.

Princip

Za mierncho zahrievania, pri ktorom sa roztopi vSetok tukovy materidl, sa vzorka extrahuje zmesou
voda/etanol. Stanovenie analytov vo vyslednom roztoku sa uskutoéni kvapalinovou chromatografiou
s obrédtenou fizou s UV detekciou.

Cinidld

Vsetky c¢inidld musia byt analyticky Cisté. Pouzitd voda musi byt destilovand alebo minimdlne voda
rovnocennej Cistoty.

Metanol

Hydrochinén

Monometyléter hydrochinénu

Monoetyléter hydrochinénu

Monobenzyléter hydrochinénu (monobenzén)
Tetrahydrofurdn kvality pre HPLC

Zmes metanol/voda 1:1 (obj. diely). Zmiesa sa jeden objemovy diel vody a jeden objemovy diel metanolu
(3.2).

Mobilnd fiza: zmes tetrahydrofurdn/voda 45:55 (obj. diely). Zmiesa sa 45 objemovych dielov tetrahydrofurdnu
(3.7) a 55 objemovych dielov vody.

Referencny roztok

Do 50 ml odmernej banky sa navdzi 0,06 g hydrochinénu (3.3), 0,08 g monometyléteru hydrochinénu
(3.4), 0,10 g monoetyléteru hydrochinénu (3.5) a 0,12 g monobenzyléteru hydrochinénu (3.6). Rozpusti sa
v metanole (3.2) a doplni sa nim po znacku. Referencny roztok sa pripravi zriedenim 10,00 ml tohto
roztoku doplnenim do 50,00 ml zmesou voda/metanol (3.8). Tieto roztoky musia byt Cerstvo pripravené.

Pristroje a pomdcky

Bezné laboratérne vybavenie a:

Vodny kiipel, s moznostou dosiahnut teplotu 60 °C

Vysoko G¢inny kvapalinovy chromatograf s nastavitelnym UV detektorom a 10 pl dédvkovacou sluckou
Analytickd kolona

Chromatografickd koléna z nehrdzavejiicej ocele, dlhd 250 mm, s vndtornym priemerom 4,6 mm, naplnend
fenyl-Zorbaxom (fenetylsilinom chemicky naviazanym na Zorbax SIL, na koncoch ukoncenym chlértrimetyl-
silinom), s velkostou castic 6 pm alebo ekvivalentnd kolona. Nepouziva sa predkolona, okrem fenylovej
predkolény alebo jej ekvivalentu.
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4.4.

5.1.

5.2.

5.2.1.

5.2.2.

5.2.3.

Filtracny papier s priemerom 90 mm, Schleicher and Schull, Weissband ¢. 5892 alebo jeho ekvivalent

Postup
Priprava vzorky

Do 50 ml odmernej banky sa navdZi s presnostou na tri desatinné miesta 1 + 0,1 g (a gramov) vzorky.
Vzorka sa disperguje v 25 ml zmesi voda/metanol (3.8). Banka sa uzavrie a intenzivne sa pretrepdva, kym sa
neziska homogénna suspenzia. Pretrepdva sa aspon jednu minttu. Banka sa umiestni do vodného kiipela (4.1)
zahriateho na 60 °C na ulahcenie extrakcie. Banka sa ochladi a doplni sa po znacku zmesou voda/metanol
(3.8). Extrakt sa prefiltruje cez filtracny papier (4.4). HPLC stanovenie sa uskuto¢ni do 24 hodin od pripravy
extraktu.

Vysoko t¢innd kvapalinovd chromatografia.

Prietokovd rychlost mobilnej fizy (3.9) sa nastavi na 1,0 mljmin a detektor sa nastavi na vinovii dlzku 295
nm.

Naddvkuje sa 10 pl roztoku vzorky ziskanej, ako je opisané v bode 5.1 a zaznamend sa chromatogram.
Meraji sa plochy pikov. Uskuto¢ni sa kalibrdcia, ako je opisané v 5.2.3. Porovnaji sa chromatogramy ziskané
pre vzorku a roztoky Standardov. Na vypocet koncentricie analytov v roztoku vzorky sa pouzije plocha pikov
a odozvové faktory (RF) vypocitané v 5.2.3.

Kalibracia

Naddvkuje sa 10 pl referencného roztoku (3.10) a zaznamend sa chromatogram. Déavkuje sa niekolkokrat,
kym sa nedosiahne konstantnd plocha piku.

Stanovi sa odozvovy faktor RF:

RF, = 2,
Ci
kde:
p, = plocha piku hydrochinénu, monometyléteru hydrochinénu, monoetyléteru hydrochinénu alebo mono-
benzyléteru hydrochinénu a
¢, = koncentrdcia (g/50ml) referenéného roztoku (3.10) hydrochinénu, monometyléteru hydrochinénu,

monoetyléteru hydrochinénu alebo monobenzyléteru hydrochinénu.
Overf sa, ¢ chromatogramy ziskané pre roztok standardu a roztok vzorky splaji nasledovné poziadavky:

— rozliSenie pikov najhorsie oddeleného paru md byt aspon 0,9. (Pre definiciu rozliSenia pikov pozri obr. 1.)

e
Qo

Obr. 1: rozliSenie pikov
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7.1.

7.2.

7.3.

7.4.

8.1.

Ak sa nedosiahne pozadované oddelenie pikov, bud by sa mala pouzit G¢innejsia koléna alebo by sa malo
upravovat zlozenie mobilnej fizy, az kym sa nesplni tito poziadavka.

— Koeficient asymetrie A, vietkych ziskanych pikov sa ma pohybovat medzi 0,9 az 1,5. (Definiciu
koeficienta asymetrie pozri na obr. 2). Na zaznamenanie chromatogramu na stanovenie koeficientu
asymetrie sa odportca rychlost zapisovaca asponn 2 cm/mintu.

.(_-___-__,____AAA__A__..-__

j 7 ] Ah/10
~—— |
T Y

Obr. 2: koeficient asymetrie piku

— M4 sa ziskat vyrovnand zdkladnd ciara (base line).

Vypocet

Na vypocet koncentricie analytu (analytov) vo vzorke sa pouziji plochy pikov analytov. Koncentracia analytov
vo vzorke sa vypocita ako hmotnostné percento (x) pomocou vzorca:

b; - 100
% (mfm) = 2120
kde:
a = hmotnost vzorky v gramoch a
b, = plocha piku analytu i vo vzorke.

Opakovatelnost (!)

Pri obsahu hydrochinénu 2,0 % nemd rozdiel medzi vysledkami dvoch paralelne uskutocnenych stanoveni na
tej istej vzorke presiahnut v absolitnej hodnote 0,13 %.

Pri obsahu monometyléteru hydrochinénu 1,0 % nemd rozdiel medzi vysledkami dvoch paralelne uskuto¢ne-
nych stanoveni na tej istej vzorke presiahnut v absolttnej hodnote 0,1 %.

Pri obsahu monoetyléteru hydrochinénu 1,0 % nemd rozdiel medzi vysledkami dvoch paralelne uskuto¢ne-
nych stanoveni na tej istej vzorke presiahnut v absolitnej hodnote 0,11 %.

Pri obsahu monobenzyléteru hydrochinénu 1,0 % nemd rozdiel medzi vysledkami dvoch paralelne uskutoc-
nenych stanoveni na tej istej vzorke presiahnut v absolitnej hodnote 0,11 %.

Reprodukovatelnost (')

Pri obsahu hydrochinénu 2,0 % nemd rozdiel medzi vysledkami dvoch stanoveni uskuto¢nenych s tou istou
vzorkou za rozdielnych podmienok (rozne laboratéria, rozni pracovnici, rozdielne pristroje afalebo rozdielny
¢as) presiahnut v absoltitnej hodnote 0,37 %.

() 1SO 5725.



186

Uradn)’r vestnik Eurdpskej tnie

13[zv. 15

8.2.

8.3.

8.4.

9.2.

Pri obsahu monometyléteru hydrochinénu 1,0 % nemd rozdiel medzi vysledkami dvoch stanoveni uskutoc-
nenych s tou istou vzorkou za rozdielnych podmienok (rdzne laboratéria, rozni pracovnici, rozdielne pristroje
afalebo rozdielny cas) presiahnut v absoliitnej hodnote 0,21 %.

Pri obsahu monoetyléteru hydrochinénu 1,0 % nemd rozdiel medzi vysledkami dvoch stanoveni uskuto¢ne-
nych s tou istou vzorkou za rozdielnych podmienok (rozne laboratéria, rozni pracovnici, rozdielne pristroje
afalebo rozdielny cas) presiahnut v absoliitnej hodnote 0,19 %.

Pri obsahu monobenzyléteru hydrochinénu 1,0 % nemd rozdiel medzi vysledkami dvoch stanoveni uskutoc-
nenych s tou istou vzorkou za rozdielnych podmienok (rézne laboratéria, rozni pracovnici, rozdielne pristroje
afalebo rozdielny ¢as) presiahnut v absolttnej hodnote 0,11 %.

Poznimky

Ak sa zisti, Ze obsah hydrochinénu je podstatne vyssi ako 2 % a vyzaduje sa presné predbezné ohodnotenie
jeho obsahu, extrakt vzorky (5.1) sa zriedi na koncentrdciu blizku koncentricii, akd zodpovedd vzorke
obsahujicej 2 % hydrochinénu a stanovenie sa zopakuje.

(Na niektorych pristrojoch moze byt pri vyssich koncentracidch hydrochinénu absorbancia mimo linedrnej
oblasti detektora.)

Interferencie

Opisand metéda umoziuje stanovenie hydrochinénu a jeho éterov v jednoduchom izokratickom prevedeni.
Pouzitie fenylovej kolony zabezpecuje dostatoént retenciu hydrochinénu, ktord nemodze byt zarucend pri
pouziti C18 kolény a opisanej mobilnej faze.

Tdto met6da je predsa len citlivd na rusiace primesi mnohych parabénov. V takychto pripadoch by sa
stanovenie malo zopakovat s pouzZitim ststavy inej mobilnej fizy a staciondrnej fazy. Vhodné met6dy sa daja
ndjst v odkazoch 1 a 2, najma:

Koléna: Zorbax ODS, 4,6 mm x 25 mm alebo jej ekvivalent:

teplota: 36 °C

prietokova rychlost: 1,5 ml/min

mobilnd féza:

pre hydrochinén: metanol/voda 5/95 (obj. diely)

pre monometyléter hydrochinénu: metanolfvoda 30/70 (obj. diely)

pre monobenzyléter hydrochinénu: metanol/voda 80/20 (obj. diely) (').
Koléna: Spherisorb S5-ODS alebo jej ekvivalent:

mobilnd fiza: voda/metanol 90/10 (obj. diely)

prietokovd rychlost: 1,5 ml/min.

Tieto podmienky sti vhodné pre hydrochinén (2).

(') M. Herpol-Borremans a M.-O. Masse: Identification et dosage de I'hydroquinone et de ses éthers méthylique et benzylique dans le

produits cosmétiques pour blanchir la peau. (Identifikicia a stanovenie hydrochinénu a jeho metyl- a benzyléteru v kozmetickych
vyrobkoch na zosvetlovanie pleti) Int. J. Cosmet. Sci. 8-203-214 (1986).

(%) J. Firth a L. Rix: Determination of hydroquinone in skin toning creams (Stanovenie hydrochinénu v ténovacich krémoch), Analyst 111,

s. 129 (1986).



