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§ 1. Sazetak

U suvremenom Zivotu kozmetika je jedna od vaZnih sastavnica ljudskog Zivota. Zbog
svakodnevne primjene kozmetickih proizvoda, komercijalno dostupni kozmeticki proizvod
mora biti siguran za zdravlje ljudi.

U skladu sa zahtjevima kvalitetne proizvodnje i sigurnosti potrosaca, potrebno je da su
kozmeticki proizvodi dosljedno proizvedeni i kontrolirani s ciljem osiguranja uskladenosti s
propisanim pravilima i s ciljem osiguranja kvalitete odnosno zdravstvene ispravnosti. Kako bi
se dokazalo da kozmeticki proizvod ispunjava propisane uvjete, prije stavljanja proizvoda na
trziste, kozmeticki proizvod je potrebno podvrgnuti procjeni sigurnosti na temelju
odgovarajuc¢ih podataka na osnovu cega je potrebno sastaviti izvjeSée o sigurnosti
kozmetickog proizvoda. Podatci u izvjescu o sigurnosti kozmetic¢kog proizvoda sadrze i podatke
o prisutnim Stetnim tvarima. Jedan od Stetnijih sastojaka kozmetic¢kih proizvoda su
konzervansi parabeni, koji se mogu nadi u svim proizvodima, od Sampona, sapuna do losiona.
Parabeni se koriste za spreCavanje rasta bakterija i produljuju rok trajanja kozmetickim
proizvodima. Stetnost parabena povezana je s hormonskim poremedajima i nekim oblicima
karcinoma.

Svrha ovog rada je dati pregled najvaznijih analiti¢kih metoda za odredivanje parabena

prisutnih u kozmetic¢kim proizvodima.
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§ 2.Uvod

U suvremenom Zivotu ljudi koriste velik broj razli¢itih kozmetic¢kih proizvoda i preparata.
Prema sluzbenoj definiciji kozmeticki proizvod je svaka tvar ili smjesa tvari koja je namijenjena
dodiru s vanjskim dijelovima ljudskog tijela (koZa, kosa i vlasiste, nokti, usnice i vanjski spolni
organi) ili sa zubima i sluznicom usne Supljine iskljucivo ili prvenstveno radi njihova ciséenja,
parfimiranja, i/ili zastite i odrZzavanja u dobrom stanju, mijenjanja njihova izgleda i/ili korekcije
tjelesnih mirisa. Takoder, kozmeticki proizvodi mogu graniciti i s propisima koji ukljucuju
lijekove, medicinske proizvode, tradicionalne biljne lijekove i/ili biocidne proizvode.!

Sastav kozmetickih proizvoda vaZzan je ne samo za ljudsko zdravlje vec i za okolis. Svojstva
mnogih sastojaka kozmetickih proizvoda, koji su se donedavno smatrali prihvatljivim i
nesSkodljivim za ljudsko zdravlje, intezivno se istrazuju u svrhu Sto tocnijeg odredivanja njihovih
korisnih, ali i toksi¢nih sastojaka. Sve dostupniji i jeftiniji kozmeticki prozvodi potaknuli su
brojne stru¢ne i znanstvene rasprave o njihovom utjecaju na ljudsko zdravlje. Popis sastojaka
na deklaraciji proizvoda navodi se silaznim redoslijedom s obzirom na njihovu masu u vrijeme
kada su dodani kozmetickom proizvodu. Sastojci u koncentracijama manjim od 1 % mogu se
navesti bilo kojim redosljedom nakon sastojaka u koncentracijama veé¢im od 1 %. Europska
komisija je putem Cosing baze objavila popis tvari i sastojaka koji se mogu nalaziti u
kozmeti¢kim proizvodima.?

Sveobuhvatan program kontrole kozmetickih proizvoda proizlazi iz potrebe za pruzanjem
najbolje kvalitete korisnicima sastavljen je od nekoliko elemenata: sigurnosti, povjerenja,
zaStite robne marke i proizvodne ucinkovitosti. Zakoni, propisi i industrijski standardi kljucni
su inicijatori u postupku povecanja kvalitete proizvoda i svijesti o sigurnosti u cijeloj
kozmetickoj industriji.

Parabeni se u kozmeti¢kim proizvodima i pripravcima koriste kao konzervansi za
sprijeCavanje nastanka bakterija i gljivica koje mogu onecistiti kozmeticki proizvod. Parabeni
spadaju u skupinu sintetickih estera p-hidroksibenzenkarboksilne kiseline, a ukljuéuju:

metilparaben (MP), etilparaben (EP), propilparaben (PP), butilparaben (BP), izobutilparaben
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(IBP), izopropilparaben (IPP), benzilparaben (BeP) i heptilparaben (HP), te njihove natrijeve
soli.3

Izmedu razlic¢itih i mnogobrojnih Stetnih sastojaka koja se mogu pronaéi u kozmetickim
proizvodima, istrazivanja ukazuju da su parabeni jedni od Stetnijih za ljudsko zdravlje. Najveca
Stetnost je u tome Sto su sli¢ni estrogenu te predstavljaju rizik za reproduktivno zdravlje, te
pospjesuju rast tumornih stanica nekih karcinoma (karcinoma dojke ili malignog melanoma).*

Za analizu parabena u kozmeti¢kim uzorcima koriste se razli¢iti analitic¢ki postupci koji
uklju¢uju metode odvajanja i kvantifikaciju, najéesée se koriste metode ekstrakcije i

kromatografske metode.
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§ 3. Parabeni

Parabeni su alkilni esteri p-hidroksibenzenkarboksilne kiseline, a najvazniji su: metilparaben
(MP), etilparaben (EP), propilparaben (PP), butilparaben (BP), izobutilparaben (IBP),
izopropilparaben (IPP), benzilparaben (BeP) i heptilparaben (HP) te njihove odgovarajude
natrijeve soli. Parabeni su najjeftiniji konzervansi, zbog ¢ega se Cesto koriste u kozmetici i

drugim proizvodima za zdravlje i ljepotu kao $ta su $amponi, zubne paste, itd.3

Strukture najvaznijih parabena prikazani su na Slici 1Error! Reference source not found..

MP o EP 0

Slika 1. Prikaz struktura metilparabena (MP), etilparabena (EP), propilparabena (PP) i
butilparabena (BP).3

Na Slici 1 prikazane su osnovne strukturne formule parabena s razli¢itim alkilnim
skupinama (metil, etil, propil ili butil) vezanim preko kisika u para poloZaju benzenskog
prstena. Vazno svojstvo parabena, u usporedbi s drugim antimikoti¢kim spojevima proizlazi iz
slabo kiselih svojstava koje im daju fenolne skupine, je Sto pri viSem pH (3-8) ne disociraju i
zadrZavaju svoja zastitna svojstva protiv bakterija i gljivica. S povec¢anjem duljine alkilnog lanca
parabena povecdava se njihova antimikrobioloska aktivnost, smanjuje se topljivost u vodi, a
povecava topljivost u ulju i mastima.>

Parabeni djeluju na dugotrajnu stabilnost kozmetickog proizvoda jer sprije¢avaju razvoj

mikroorganizama poput bakterija i plijesni koje ubrzavaju razgradnju i stvaraju Stetne
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nusprodukte. Premala koli¢ina konzervansa ne moZe zaustaviti rast mikroorganizama $to
dovodi do propadanja proizvoda, dok prevelika kolicina moZe izazvati alergiju, dermatitis ili
neku drugu neZeljenu i Stetnu spojavu. Vise od tri ¢etvrtine komercijalno dostupnih proizvoda
za ljepotu i zdravlje u svom sastavu sadrZze paraben, a ukoliko je proizvod bez parabena to
mora biti jasno naznaceno na deklaraciji .

Parabeni se po svojoj potencijalnoj Stetnosti ¢esto svrstavaju u skupinu s ftalatima, koji se
povezuju s veéim brojem ozbiljnih zdravstvenih problema poput neplodnosti, pretilosti, astme
i alergija, kao i karcinomom dojke. Kada je rijec o alergijskim reakcijama, paraben moze izazvati

razli¢ite dermatoloske probleme na koZi kao $ta su iritacija, osip, upala i sli¢éno.®
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84. Zakonska i pravna regulativa

Pristupanje Republike Hrvatske Europskoj Uniji za posljedicu je imalo brojne promjene u vidu
direktiva i/ili smjernica svih regulatornih organa Europske Unije, koji su postroZili kriterije za
vrednovanje maksimalnih dopustenih koncentracija kemijskih sastojaka u kozmeti¢kim

proizvodima i preparatima.

Jedna od znacajnijih uredbi je Uredba br. 1223/2009 Europskog parlamenta i Vije¢a o
kozmetickim proizvodima, koja za cilj ima pojednostaviti postupke i uskladiti terminologiju te
time smanjiti administrativno optereéenje i dvosmislenost. Nadalje, njome se jacaju odredeni
elementi regulatornog okvira za kozmeticke proizvode, poput unutarnjeg nadzora nad
trzistem s ciljem postizanja visoke razine zaStite zdravlja ljudi. U sluc¢aju ozbiljne sumnje u
pogledu sigurnosti bilo koje tvari sadrzane u kozmetickim proizvodima, nadlezno tijelo drzave
Clanice u kojoj je proizvod koji sadrzi takvu tvar dostupan na trZistu, moze putem obrazloZzenog
zahtjeva zatraZiti od odgovorne osobe da dostavi popis svih kozmetickih proizvoda za koje je
odgovoran i koji sadrze tu tvar. U tom je popisu potrebno navesti koncentraciju te tvari u
kozmetickim proizvodima.’

Europska komisija je donijela mnogobrojne zabrane za primjenu konzervansa u
kozmetickoj industriji. Uz brojne zabrane i ogranicenja koje Uredba donosi s ciljem zastite
zdravlja ljudi, izmedu ostalih Stetnih sastojaka znacajna su ona o sadrzaju i maksimalnoj
dozvoljenoj koncentraciji parabena. Na Slici 2 prikazan je dio Tablice s maksimalnim

dozvoljenim koncentracijama parabena iz propisa Europske Unije.?
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Idenrifikacija tvari Unjeti
Referentni Tekst uvjeta
P primjene i
orol Kemijski naziv/INN Naziv iz glosara uobicajenih sastojaka CAS broj EZ broj " Ostalo upozoreni
pripravku
a b € d 3 I h i
9 Anorganski sulfiti i hidrogensulfi- | Sodium sulfite, ammonium 7757-83-7, 10192-30-0, 231-821-4, 0,2% ikao
ti (%) bisulfite, ammonium sulfite, 0, 233-469-7, slobodni
potassium sulfite, potassium 233-484-9, S0y
hydrogen sulfite, sodium bisul- 233-321-1,
fite, sodium metabisulfite, potas- 231-870-1,
sium metabisulfite 231-548-0,
231-673-0,
240-795-3
10 Premjeiteno ili izbrisano
11 Klorobutanol Chlorobutanol 57-15-8 200-317-6 0,5 % Ne koristiti u | Sadrzi kloro-
aerosalnim buranal
raspriivadima
12 4-hidroksibenzojeva kiseling 1 | 4-Hyvdroxybenzoic acid, methyl- | 99-96-7, 99-76-3, 94-26-8
njezine soli i esteri paraben, butylparaben, potas- -19-9,16782-08-4, za
sium  ethylparaben, potassium | 94-13-3, 4247023, 5026- | 202-318-7, pojedini ester
paraben, propylparaben, isobu- | 62-0, 35285-68-8, 35285- | 253-048-1,
tvlparaben, sodium methylpara- | 69-9, 2, 84930- | 240-830-2, 0.8 % (kao
ben,  sodium  ethylparaben, | 15-4, 1 -8, 114-63-6, 202-307-7, kiselina)  za
sodium  propylparaben, sodium | 4191-73-5, 2611-07-2, 224-208-8, smjesu estera
butylparaben, sodium  isoburyl- | 38566-94-8, 84930-17-4, 235-714-1,
paraben, ethylparaben, sodium | 35285-69-9, 69959-44-0, 252-487-6,
paraben, isopropylparaben, | 176%6-62-7 251-488-1,
potassium methylparaben, potas- 253-049-7,
sium  butylparaben, potassium 5
propylparaben, sodium  propyl-
paraben,  calcium  paraben,
phenylparaben
13 J-acetil-f-metilpiran-2,4 Dehydroacetic acid,  sodium | 520-45-6, 4418-26-2, 208-293-9, 0.6 % (kao MNe  koristiti 1
{(3H)-dion i njegove soli dehydroacetare 16807-48-0 224-580-1 kiselina) aerosolnim
raspréivadima
14 Mravlja kiselina i njezina natrijeva | Formic acid, sodium formate 64-15-6, 141-53-7 200-579-1, 0,5 % (kao
sol 205-488-0 kiselina)

Slika 2. Maksimalna dozvoljena koncentracija parabena propisana od zakona Europske

Unije.?
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§ 5. Analiticke metode za odredivanje parabena u

kozmetickim proizvodima

Danas se sve viSe koriste ekoloski prihvatljivi kozmeticki proizvodi i intenzivno istrazuju i

primjenjuju nove, to¢nije i preciznije analiticke metode odredivanja njihova sastava.’

Za odredivanje parabena u kozmeti¢kim uzorcima razvijen je veliki broj metoda koje
uklju¢uju metode detekcije za djelomi¢nu analizu uzorka bez prethodne pripreme, brze
»screening” metode, razvoj i dizajn specifi¢nih senzora, te razvoj on-line sustava za automatsku

pripremu uzorka i kvantifikaciju.

Analiti¢ki postupak za analizu parabena zapocinje izborom metode koja ukljucuje
pripravu uzorka, odvajanje analita iz slozene matrice kozmetickog uzorka te odredivanje
sadrzaja i koncentracije parabena. Odabir optimalne analiticke metode kojom se moze toc¢no

odrediti koncentracija parabena u uzorku ovisi o kemijskim i fizikalnim svojstvima uzorka.

5.1. Ekstrakcijske metode

Za pripravu uzorka koriste se razli¢iti analiticki postupci ovisno o vrsti uzorka u kojem se
odreduju parabeni, koncentraciji prisutnih parabena, te o izabranoj analiti¢koj instrumentnoj
metodi za kvantifikaciju. Vazan korak u analitickom postupku je separacija analita, a koristi se
u svrhu: izolacije, identifikacije, neizravnu analizu, odvajanje analita od interferencija,
koncentriranje tragova, prijenos analita u pogodan medij i pojednostavljenje matrice. Za
odvajanje parabena iz uzorka koriste se ekstrakcijske metode: ekstrakcija na ¢vrstoj fazi (eng.
Solid Phase Extraction, SPE), mikroekstrakcija na ¢vrstoj fazi (eng. Solid-Phase Microextraction,
SPME), mikroekstrakcija na tekucoj fazi (eng. Liquid-Phase Microextraction, LPME), tekucinska
ekstrakcija pri povisSenom tlaku (eng. Pressurized Liquid Extraction, PLE), ekstrakcija
potpomognuta mikrovalovima (eng. Microwave-assisted extraction, MAD), ekstrakcija
potpomognuta ultrazvukom (eng. Ultrasound-assisted extraction, UAE) i ekstrakcija s fluidom

pri superkriti¢nim uvjetima (eng. Supercritical Fluid Extraction, SFE).>10.11
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Na temelju dostupnih objavljenih radova za analizu parabena od metoda za pripremu
uzorka kozmetic¢kih proizvoda najvise se koriste metode mikroekstrakcija na tekucoj fazi
(LPME) u udjelu od oko 25 % od svih metoda koje se koriste, zatim oko 20 % mikroekstrakcija
na c¢vrstoj fazi (SPME) i ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom (UAE). Ostale ekstrakcijske

metode koriste se manje od 16 % od ukupno koristenih ekstrakcijskih metoda.?

5.1.1. Ekstrakcija na ¢vrstoj fazi
Pri ekstrakciji na ¢vrstoj fazi (eng. Solid Phase Extraction, SPE) dolazi do ekstrakcije otopljenih
ili suspendiranh analita iz otopine uzorka, a sastoji se u propustanju uzorka kroz aktivni
sorbens u mikrokolonama ili na diskovima. Prednost ekstrakcijskog postupka SPE u usporedbi
s klasicnim metodama ekstrakcije, primjerice ekstrakcije tekuée-tekuée, je brzina,
ucinkovitost, selektivnosti i manji utroSak Stetnih otapala. Najces¢e se koristi pri
ukoncentriravanju tragova analita, promjene ili prilagodbe matriksa uzorka te uklanjanju
interferencija.?

Postupak ekstrakcije na ¢vrstoj fazi sastoji se od ispiranja kolone odgovarajuc¢im otapalom
i pripreme sorbensa za interakciju s analitom (kondicioniranje kolone), te propustanja uzorka
kroz ¢vrstu fazu pri ¢éemu dolazi do vezanja analita na povrsini sorbensa i zadrzavanja analita.
Analit ostaje vezan na ¢vrstoj fazi, sorbens se ispere otapalom od interferencija, a zatim slijedi

desorpcija analita eluiranjem s odgovaraju¢im eluensom (Slika 3).

KONDICIONIRANJE PROPUSTANJE ISPIRANJE
UZORKA SORBENSA

da 1 U U

ELUIRANJE

)
%‘- Y| '
N T T T

Slika 3. Shema postupka ekstrakcije na &vrstoj fazi.*?
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Pri odvajanju parabena od masnoca koje se dodaju kao pomocna sredstva u kozmetickim
uzorcima za ekstrakciju se koriste razli¢ite komercijalno dostupne kolone, primjerice Sep-Pak

Florisil, Oasis HLB i C1s.3

Kao c¢vrsta faza koriste se i novi materijali, primjerice ugljikove nanocjevCice za SPE
ekstrakciju MP, EP, PP i BP, a dobra ucinkovitost postiZe se radi velike adsorpcijske povrsine
nanocjev€ica za razli¢ite spojeve. Postupak se temelji na odvajanju smjese parabena na
ugljikovim nanocijev€icama pomjesanim s klasi¢énim punilom za ekstrakciju na ¢vrstoj fazi (RP-
Cis) uz smjesu acetonitrila i vode kao otapala (50:50 v/v). Detekcijske granice su 0,5 - 2,1 mg

L't uz dobru preciznost metode 3,3-3,8 %.%4

5.1.2. Mikroekstrakcija na ¢vrstoj fazi
Mikroekstrakcija na ¢vrstoj fazi (eng. Solid-phase microextraction, SPME) je jednostavana, brza
i uCinkovita metoda ekstrakcije, gdje se prociséavanje i ukoncentriravanje analita izvode
istovremeno u jednom koraku. Za mikroekstrakciju su potrebne male koli¢ine uzorka uz dobru
selektivnost koja olakSava identifikaciju i kvantifikaciju analita. Zbog navedenih prednosti

postupak SPME se Cesto koristi pri odvajanju analita iz realnih uzoraka.

Pri validaciji metode SPME potrebno je odrediti analiticke parametre kao Sto su:
osjetljivost, preciznost, detekcijske granice, izabrati vlakno i debljinu njegovog aktivnog sloja,
optimirati eksperimentalne parametare apsorpcije (temperatura, vrijeme ekstrakcijskog
postupka, brzina mjesanja uzorka...) te optimirati vrijeme i temperaturu desorpcije.®

Postupak mikroekstrakcije ukljuuje postavljanje silicijeva vlakana obloZenog aktivnim
slojem sorbensa unutar injekcijske igle. Igla se uroni u uzorak ili stavi iznad uzorka na odredeno
vrijeme, a nakon apsorpcije analita unese se u sustav plinskog kromatografa.'®

Danas se koriste razli¢ite vrste komercijalno dostupnih vlakana (razli¢iti polimeri i razlicitih
debljina). Pri izboru vlakana za ekstrakciju potrebno je uzeti nekoliko parametara: molekulska
masa analita, strukutura i polarnost molekula analita, polarnost vlakna, mehanizam
ekstrakcije, granicu detekcije i linearnost koja se Zeli posti¢i. Nedostatak ovog ekstrakcijskog

postupka je visoka cijena i osjetljivost vlakana za SPME.>6
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Primjerice, metoda SPME koriste se za ekstrakciju parabena MP, EP i PP iz hidratantnih

tonika za lice.'’

5.1.3. Metoda ,Single-drop” mikroekstrakcije
Metoda ,Single-drop” mikroekstrakcije ili mikroekstrakcija u samo jednoj kapljici otapala (eng.
Single-drop microextraction, SDME) koristi se za odvajanje MP, IPP EP, PP i BP iz kozmetickih
proizvoda na bazi vode.!8

Shema postupka ekstrakcije u samo jednoj kapljici otapala za odredivanje kozmetickih

proizvoda prikazana je na Slici 4.°

~~~~~~~~~~~ 1. Stirring Solidified drop
Ny 2. Icebath _-- collection
—_— -
----- Sample i
i Magnetic ===~
Direct-SDME HS-SDME stirrer SFODME

Slika 4. Shema postupka ekstrakcije u samo jednoj kapljici otapala za odredivanje

kozmetickih proizvoda.®

U postupku SDME injekcijom se uzme vrlo mali volumen (1 uL) organskog otapala npr.
heksilacetata, a nakon toga se otapalo ispusti iz injekcije, dok ne nastane kapljica na kraju igle.
Igla se zatim uroni u vodenu otopinu. U slucaju vodenih uzoraka, agitacija se moze postici
pomocu magnetica. Nakon odredenog vremena kapljica se uvuce natrag u injekciju i zatim
unese u plinski kromatograf. Glavna prednost ovog postupka je brza ekstrakcija bez sloZzenih
aparatura. Nedostatak je mali izbor prikladnih organskih otapala koji ¢e formirati i zadrzati

oblik kapljice za ekstrakciju, te potrebna spretnost u izvedbi ekstrakcije.>°

Direktna metoda ekstrakcije SDME primjenjena je za odvajanje ftalatnih estera iz kolonjske
vode i losiona za brijanje prije analize plinskom kromatografijom (GC-FID) Zalieckaite et al.
(2007)*°, a smjesa parabena u kozmeti¢kim proizvodima na bazi vode (voda za ispiranje usta,

gel za kosu, itd.).2°
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5.1.4. Metoda disperzijske mikroekstrakcije tekuce-tekuce

Metoda disperzijske mikroekstrakcije tekuée-tekuce (eng. Dispersive liquid-liquid
microextraction, DLLME) je metoda koja se temelji na disperziji u vodenu fazu smjese
ekstrakcijskih otapala, otapala koji se ne mijeSa s vodom i otapala koje se mijesa s vodom.
Disperzijom smjese otapala nastaju kapljice koje se odlikuju velikom povrsinom pri kontaktu s
uzorkom, ¢ime dolazi do ukoncentriravanja analita i njegove ucinkovite ekstrakcije. Primjerice,
za ekstrakciju MP, EP i PP se kao disperzijsko sredstvo koristi smjesa otapala oktanola i

acetona.?!

Za disperzijsku mikroekstrakciju MP, EP i PP koristi se i butilkloroformijat kao
ekstrakcijsko i istodobno derivatizacijsko otapalo. Nakon ekstrakcije butilirani spojevi MP, EP
i PP se odreduju metodom GC-FID bez prethodne derivatizacije ekstrahiranih parabena.
Istrazivanja su pokazala da je metoda disperzijske mikroekstrakcije parabena brzai ucinkovitija

ukoliko se primjene mikrovalovi i ultrazvuk.?%%3

5.1.5. Mikroekstrakcija u tekucoj fazi sa supljim vlaknima
Pri mikroekstrakciji u tekucoj fazi sa Supljim vlaknima (eng. Hollow fiber-based liquid-phase
microextraction, HF-LPME) analit se selektivno ekstrahira u mikrovolumenu unutar Supljine
poroznog vlakna, najcesée od polipropilena. Unutrasnjost vlakana obicno je ispunjena
organskim otapalom koje se ne mijesa s vodom (akceptorska faza), a zatim se vlakno uroni u
vodenu otopinu uzorka (donorska faza). Svojstva vlakna mogu se radi u¢inkovitosti ekstrakcije
analita i zamjeniti.?*

Postupak ekstrakcije HF-LPME primjenjen je za separaciju parabena iz kozmetickih uzoraka
(tonici za lice) i njihovu analizu metodom GC-FID. U postupku HF-LMPE uporabljeno je Suplje
vlakno od polipropilena (Accurel Q 3/2), a kao akceptorska fazu unutra vlakna koristena su

organska otapala toluen i diheksileter.>?>

5.1.6.  Ekstrakcija s pomocu sorbensa nanesenog na magnet za mijesanje
Ekstrakcija pomocu sorbensa nanesenog na magnet za mijeSanje (eng. Stir Bar Sorptive

Extraction, SBSE) primijenjuje se za ekstrakciju MP, EP, PP i BP u mlijeku za tijelo nakon cega

se odredi sastav metodom HPLC-UV. Metoda se temelji na ekstrakciji parabena na sorbensu
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(polidimetilsiloksan- PDMS) nanesenom na magnet za mijeSanje i uspostavljanju ravnoteze

izmedu parabena otopljenog u uzorku i sorbiranog na sorbensu.?%%’

5.2. Kromatografske metode za odredivanje parabena

Za  kvalitativno  odredivanje  2-fenoksietanola,  1-fenoksipropan-2-ola,  metil-4-
hidroksibenzoata, etil-4-hidroksibenzoata, propil-4-hidroksibenzoata, butil-4-
hidroksibenzoata i benzil-4-hidroksibenzoata u kozmetickim proizvodima koristi se metoda
tankoslojne kromatografije (eng. Thin-layer chromatography, TLC), a za kvantifikaciju
navedenih spojeva tekucinska kromatografija visoke ucinkovitosti (eng. High performance
liquid chromatography, HPLC). Za odredivanje parabena metodama TLC i HPLC potrebno je
priblizno 1 g uzorka koji otopi naj¢esce u klorovodicnoj kiselini (pH< 3) ili sumpornoj kiselini i
ekstrahira acetonom. Na Slici 5 prikazana je shema uobicajenog analitickog postupka za

odvajanje i odredivanje parabena.’
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IDENTIFIKACIJA

szakiseljavanje s34 kapi HCI
=40 ml acetona, B0FC

£anje [1 min)
=hladenje
=dodavanje 60 mlvoedeu 20ml filkkrata
sph~10
sdodavanjel g CaCl * 2H,0, te mijefanie
=filtracija
=75 ml dietil eter; mijeSanje 1 min
sph~2
=10 ml dietil eter; mijeZanje 1 min

TLC s

Millonovim
rea gensom

UTVRDIVANJE

~zagrijavanje na 0°C ( 5 min)
=hladenje

=drianje u frifider 1 sat
=filtracija

Slika 5. Shema postupka priprave uzorka za identifikaciju i kvantifikaciju parabena u

kozmeti¢kim proizvodima kromatografskim metodama.®

Izbor metode i uvjeti odjeljivanja i analize ovisi o svojstvima uzorka. Primjerice, za vrlo

luznate kozmeticke proizvode, kao Sto je toaletni sapun, kako bi se olaksala ekstrakcija

parabena dodaje se klorovodic¢na kiselina uz lagano zagrijavanje uzorka do priblizno 60 °C. Za

odredivanje parabena metodom TLC u lijevak za odjeljivanje dodaje se dietileter i kalcijev

klorid dihidrat i Millionov regens. Nakon odjeljivanja, odvojeni parabeni se detektiraju na

temelju mrlja razli¢itih boja vidljivih pod UV svijetlom, a vrijednosti Rs prikazane su u Tablica

1.
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Tablica 1. Vrijednosti R i odgovarajuce boje mrlja odvojenih parabena nakon odjeljivanja

metodom TLC.28

Spoj Ri¢/h Boja
4-hidroksibenzojeva kiselina 11 crvena
Metilparaben 12 crvena
Etilparaben 17 crvena
Propilparaben 21 crvena
Butilparaben 26 crvena
Benzilparaben 16 crvena
2-fenoksietanol 29 Zuta
1-fenoksipropan-2-ol 50 Zuta

Za odredivanje parabena metodom HPLC potrebno je priblizno 1,0 g uzorka koji se

prethodno ekstrahira etanolom uz dodatak sumporne kiseline i zagrijavanje (60 °C).28

5.2.1. Metoda tekucinske kromatografije visoke ucinkovitosti
Metoda tekucinske kromatografije visoke ucinkovitosti (eng. High Performance Liquid
Chromatography, HPLC) koristi se za odjeljivanje i odredivanja polarnih i nepolarnih spojeva u
farmaceutskoj, kozmetickoj, biokemijskoj, forenzickoj, klinickoj i industrijskoj praksi. Primjena
metode HPLC vrlo je vazna i u prehrambenoj industriji, kontroli kvalitete hrane, zraka,
industrijskih procesnih i drugih otpadnih voda, za odjeljivanje alkana, lipida, steroida, Secera,
vitamina, itd. U navedenim realnim uzorcima vazna je detekcija i sadrZaj Stetnih tvari, a
najées¢e se odreduju potencijalni karcinogeni i mutageni spojevi poput parabena u
kozmetickim proizvodima ali i pesticidi, poliklorirani bifenili ili policiklicki aromatski
ugljikovodici.

U postupku odjeljivanja metodom HPLC tekudi ili kruti uzorak se otopi u prikladnom
otapalu, te propusti kroz kromatografsku kolonu pomodéu otapala (pokretnom fazom).
Mehanizam odvajanja sastojaka smjese metodom HPLC ovisi o vrsti nepokretne faze koja se

koristi (npr. u adsorpcijskoj kromatografiji sastojci smjese se odvajaju adsorpcijom analita).
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Razdjeljivanje se mozZe temeljiti i na drugim mehanizmima, primjerice, ionskoj izmjeni,
odvajanju na temelju razlike u veliCini Cestica te specifi¢noj interakciji izmedu otopljene tvari i

pokretne faze.

Metoda HPLC je osobito pogodna za analizu nehlapljivih ili termicki nestabilnih spojeva koji
se ovom metodom mogu analizirati bez razgradnje ili prevodenja u hlapljive derivate, $to je
ujedno i najvaznija prednost pred plinskom kromatografijom. Zbog velikog izbora pokretnih i
nepokretnih faza metoda se odlikuje velikim razlu¢ivanjem pa se koristi za analizu kompleksnih
smjesa. Od velikog broja podvrsta tekuéinske kromatografije najvise se koristi razdjelna
kromatografija. U razdjelnoj kromatografiji nepokretna faza je inertni nosac¢ (npr. silicijev ili
aluminijev oksid) s polarnim (npr. etilenglikol) ili nepolarnim (skvalan) slojem selektivhog
spoja. Odjeljivanje sastojaka smjese ovisi o polarnosti: sastojaka, pokretne i nepokretne faze,
tj. ovisi o interakciji polarnog analita s polarnom nepokretnom fazom. Nepolarni spojevi bez
polarnih funkcionalnih skupina slabo reagiraju s nepokretnom fazom.

U kromatografiji obratnih faza, pri kojoj je nepokretna faza nepolarna (modificirani
silikagel), a pokretna faza polarna (smjesa vode i polarnog organskog otapala), mehanizam
razdvajanja temelji se na hidrofobnosti analita.

Na odjeljivanje pri tekucinskoj kromatografiji utjeCe temperatura, posebice kad je rije¢ o
otopinama male molekulske mase. Povisena temperatura poboljSava difuznost uzorka i
smanjuje viskoznost pokretne faze pa se time poboljSavaju kineti¢ki parametri. S povisenjem
temperature mijenja se i selektivnost kolone. Maksimalna dopusStena temperatura pri
tekudinskoj kromatografiji je niza od temperature vrelista pokretne faze za oko 20 °C. Umjesto
temperature bolje je programirati protok, ¢ime se poboljSava razdvajanje i smanjuje vrijeme
zadrZavanja.

Uredaj za HPLC sastoji se od spremnika s pokretnom fazom i sustava za obradu otapala,
pumpe koja tjera pokretnu fazu kroz sustav pod visokim tlakom, injektora za unos uzorka u
pokretnu fazu, kromatografske kolone s uredajem za programiranje temperature, detektora,

te uredaja za prikupljanje i analizu podataka (Slika 6).
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Slika 6. Shema uredaja za HPLC.?®

Pokretna faza (eluent) prolazi preko stacionarne faze kojom je punjena kolona pomocu
pumpe. Uzorak se unosi (injektira) u pokretnu fazu prije kolone gdje se sastojci smjese razli¢ito
dugo zadrZavaju i tako razdvajaju. Sastojci smjese se nakon razdvajanja na koloni odreduju
detektorom na temelju promjene svojstava pokretne faze (eluensa) ili uzorka.

Apsorpcija UV/VIS zracenja, odnosno apsorpcijski spektar pokretne faze snima se
detektorom (osjetljivost: 101° g cm™3), fluorescencija se mjeri fluorimetrom (osjetljivost: 101!
g cm3), potencijali i struja razlaganja pokretne faze mjeri se elektrokemijskim detektorom
(osjetljivost: 1012 g cm3). Kao univerzalan ili selektivni detektor ¢esto se koristi spektrometar
masa gdje dolazi do ionizacije uzorka, mjeri se ukupna struja iona ili se ioni odreduju
pojedinaéno nakon prethodnog razdvajanja (osjetljivost: 1071 g cm3).14

Metodom HPLC s UV detekcijom odredeni su parabeni i konzervansi 2-fenoksietanol i 1-
fenoksipropan-2-ol u uzorcima $ampona i mlijeka za tijelo.®

Ekstrakcijom pomoéu reverznih micela uz povrsinski aktivhu tvar Brij-35 postize se
selektivna ekstrakcija parabena, p-hidroksibenzojeve kiseline i benzojeve kiseline iz uzoraka
pripravljenom u propanolu.®

Za brzu kromatografsku analizu parabena koristi se kromatografija s micelama gdje je
uobicajena kolona za HPLC zamjenjena s kolonom Cig s micelama natrijevog dodecil sulfata
(SDS). U ovoj metodi koristi se pokretna faza s manjim udjelom organskog otapala, a nakon
odvajanja u koloni dolazi do lakog odvajanja parabena u vodenu fazu.®

Metoda tekucinske kromatografije s UV detektorom se koristi za odredivanje parabena u
smjesi s drugim spojevima koji se takoder koriste kao konzervansi u kozmetickim proizvodima.

Na Cig stupcu sa ¢esticama veli¢ine 1-2 um parabeni se odvoje u samo pet minuta, ukoliko se
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odreduju samo parabeni, a devet minuta ako se odreduju parabeni istovremeno s ostalim

konzervansima.3

Osim UV detektora za detekciju parabena koriste se kemiluminiscencijski (CL) detektor i
spektrometar masa kao detektor (eng. Mass Spectrometry, MS).3°

Za odredivanje parabena osim metodom HPLC koriste se i novije metode tekucinske
kromatografije visoke djelotvornosti s monolitski stupcima s ubrizgavanjem uzorka u protok.*?
Upotreba kratkih monolitskih kolona daje bolju preciznost i rezoluciju u usporedbi s metodom
HPLC, a odvajanje je moguée u manje od tri minute. Razvijen je selektivni elektrokemijski
senzor za MP, EP, PP i BP, omogucavajuci njihovo utvrdivanje u kozmeti¢kim proizvodima bez

predhodnog odvajanja.3!

5.2.2. Plinska kromatografija

U plinskoj kromatografiji (eng. Gas Chromatogrphy, GC) pokretna faza je plin, a nepokretna
faza se mijenja ovisno o analitu. Uvijek se provodi u koloni. Koristi se za analizu smjese u kojoj
sastojci pri radnoj temperaturi (-70 °C do +400 °C) imaju dovoljan tlak para. Plinskom
kromatografijom Cvrste se tvari mogu odrediti tako da se ispitivana tvar upotrijebi kao
nepokretna faza ili analizom hlapljivih produkata njihove razgradnje. Nosa¢ uzorka je inertan
plin, a najcesée se koriste vodik, helij, dusik i argon. Izbor plina utje€e na razdvajanje i vrijeme
odvajanja. Protok pokretne faze i temperatura podese se ovisno o svojstvima ispitivane
smjese. Razlikujemo plinsko-tekuéinsku kromatografiju (eng. Gas-Liquid Chromatography)
gdje je pokretna faza plin, a nepokretna tekuéina i plinsko-¢vrstu kromatografiju (eng. Gas-
Solid Chromatography) gdje je pokretna faza plin, a nepokretna krutina.

Plinska se kromatografija koristi za odvajanje, kvantitativhu analizu i izolaciju
komponenata smjese, za utvrdivanje Cistoce tvari te pomo¢ pri identifikaciji. Temelji se na
odvajanju komponenti smjese uslijed razlike u adsorpciji na nepokretnoj fazi i razdvajanje od
nepokretne faze uz plin kao pokretnu fazu. S obzirom na nepokretnu fazu ovu metodu dijelimo
na plinsko-adsorpcijsku i plinsko-razdjelnu kromatografiju. Plinskom kromatografijom moze
se postici kvalitativna i kvantitativna analiza smjese uz bolje razlucivanje u kracem vremenu

nego u vedini danasnjih uobicajenih analitickih postupaka.
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Pokretna faza — plin nosilac — niske je viskoznosti pa se mogu rabiti mnogo dulje, a time
i djelotvornije kolone. Detekcija malih koli¢ina plinova i para mnogo je jednostavnija i to¢nija
od odredivanja malih koli¢ina tvari u teku¢em stanju. Medutim, ova metoda je pogodna samo
za analizu hlapljivih, ne suviSe polarnih (dugo se zadrzavaju na koloni) te termicki stabilnih
spojeva.>?

U plinskoj kromatografiji se plinoviti ili tekuci uzorak unosi u protok inertnog plina

nosioca kao pokretne faze. Shematski prikaz tipicnog plinskog kromatografa je prikazan na

Slici 7.
mjerad
protoka
-+ Eprica
-~
[ t
itjektor septum Sl;f t?.‘:c
s detektor pocataka
regulacija tlaka \
E teglator
6 protoka '___
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Ea— |
spremuik plina
nosada koloniska peé

Slika 7. Shematski prikaz uredaja za plinsku kromatografiju33

Detektori moraju omoguciti selektivno i/ili osjetljivo odredivanje analita. Naj¢eséi se
koriste plameno-ionizacijski detektor (eng. Flame ionization detector, FID), detektor termicke
vodljivosti (eng. Thermal conductivity detector, TCD) i detektor zahvata elektrona (eng.
Electron capture detector, ECD). Metoda plinske kromatografije uz plameno-ionizacijski
detektor (eng. Gas Chromatography-Flame lonization Detector, GC-FID) obi¢no zahtjeva
predhodnu derivatizaciju analita kako bi se dobio hlapljivi produkt. Naj¢es¢i derivatizacijski
postupak za parabene je acetilacija s anhidridom octene kiseline. Ovakva derivatizacija ima
nekoliko prednosti: brza priprava uzorka, jednostavnije uklanjanje suviska reagensa i

mogucnost reakcije u vodenom mediju.?®
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Plinskom kromatografijom (GC-FID) ucinkovito se odjeljuju i odreduju MP, EP, PP i BP u
tonicima za lice.3* Za odredivanju parabena metodom GC-FID za derivatizaciju parabena osim

acetilacije koristi se alkilacija s butilnim i izobutilnim derivatima.3>

Parabeni se mogu odrediti metodom GC-FID i bez prethodne derivatizacije, ali nedostatak
tog postupka je manja rezolucija signala u kromatogramu i manje simetri¢ni pikovi nego oni
dobiveni metodama uz prethodnu derivatizaciju.>?

Fotoionizacijski detektor koristi ultraljubi¢asto zraenje za detekciju komponenata
odvojenih u kromatografskoj koloni. loni se skupljaju na elektrodama, a nastala struja
proporcionalna je koncentraciji iona. Metoda plinske kromatografije uz fotoionizacijski
detektor (eng. Gas chromatography with photoionization detector, GC—PID) za vecinu uzoraka
daje slabije detekcijske granice u usporedbi s rezultatima dobivenim metodom GC-FID, aliima
bolju selektivnost.

U plinskoj kromatografiji za analizu parabena najc¢esce se koristi spektrometar masa kao
detektor (eng. Gas Chromatography-Mass spectrometry, GC-MS). Plinoviti uzorak se ionizira i
fragmenatira, a zatim se fragmenti odreduju na temelju njihovog omjera mase i naboja.

Nedostatak analize u sustavu GC-MS je nacin povezivanja kromatografa u kojem analit
kontinuirano prolazi kroz kolonu i MS gdje se moze ionizirati samo odredena koli¢ina uzorka
moze se ukloniti koristenjem kapilarne kolone niskog protoka, a za odvajanje viska plina

nosioca koristi se jet separator (Slika 8).

Uzorak — —-@
Plin nosilac ——-0  Vakum pumpa

Slika 8. Shematski prikaz jet separatora
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Odredivanje parabena metodom GC-MS se moZe podijeliti u tri skupine:
e Metode koje se temelje na prethodnoj derivatizaciji uzorka acetiliranjem

e Metode koje se temelje na prethodnoj derivatizaciji uzorka silacijom

Metode bez derivatizacije uzorka.3®3’
Prednost analize parabena metodom GC—MS su niske detekcije granice, selektivnost i
osjetljivost, a u usporedbi s metodom HPLC—MS za odredivanje parabena su visoka rezolucija,

niza cijena i manje Stetnih produkata.’
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