OZNACZANIE STEZENIA BENZOESANU SODU W PROBKACH
KOSMETYCZNYCH

Instrukcja opracowana w Katedrze Chemii Srodowiska, Wydziat Chemii, Uniwersytet £odzki

1. Wprowadzenie

Preparaty kosmetyczne zawieraja w wigkszosci wodg i sktadniki organiczne (np.: wyciagi z
roslin czy oleje roslinne), ktore moga by¢ pozywka dla mikroorganizméw rozwijajacych si¢ W
niekonserwowanym produkcie zaledwie po kilku dniach, dlatego tez konieczna jest ich
konserwacja. Konserwanty potrzebne sg do zapewnienia bezpieczenstwa produktu przez caty
termin jego trwatosci i przydatnosci do uzytku. Stosowanie substancji konserwujacych jest Scisle
regulowane przepisami prawa i dozwolone sg tylko konserwanty wymienione w zatagczniku V do
Rozporzadzenia Parlamentu Europejskiego i Rady Wspodlnoty Europejskiej nr 1223/2009 z dnia
30 listopada 2009 r dotyczacego produktéow kosmetycznych. Kazdy konserwant przed
dopuszczeniem do uzytku zostaje poddany rygorystycznej ocenie bezpieczenstwa przez Komitet
Naukowy ds. Bezpieczenstwa Konsumentéw, bedacy organem doradczym przy Komisji
Europejskiej.

Kwas benzoesowy (E 210) oraz jego sole: sodu (E 211), potasu (E 212) lub wapnia (E 213)
to konserwanty uzywane szeroko w przemysle kosmetycznym, spozywczym i farmaceutycznym.
Ich dziatanie to skuteczna ochrona przeciwko rozwojowi drozdzy, plesni i wielu gatunkow
bakterii chorobotworczych. Benzoesan sodu zostal dopuszczony do stosowania w kosmetykach
ekologicznych produkowanych na bazie jagod, zurawiny, borowek, §liwek czy grzybow, w
ktorych wystgpuje naturalnie w postaci anionu benzoesanowego. Zwiagzek ten nie kumuluje si¢ w
organizmie i nie wywotuje efektow dtugofalowych, zwigzanych z systematycznym stosowaniem.
Dopuszczalne maksymalne stezenie soli kwasu benzoesowego w kosmetykach to: 0,5% w
produktach niesptukiwanych; 1,7% w produktach do jamy ustnej; 2,5% w produktach
sptukiwanych.
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Do oznaczania soli kwasu benzoesowego w réznego rodzaju produktach (spozywczych,
kosmetycznych) czesto wykorzystuje sie technike wysokosprawnej chromatografii cieczowej
(ang. High Performance Liquid Chromatography - HPLC).

Chromatografia jest metoda rozdzielania mieszanin, ktoérych skladniki ulegaja
zroznicowanemu, wielkokrotnemu podziatlowi migdzy dwie fazy: nieruchomg (stacjonarng) i
ruchoma, poruszajacg si¢ w okreslonym kierunku; w wyniku tego poszczegolne sktadniki migruja
przez zloze chromatograficzne z rézng predkoscig liniowa. Rozdzielone sktadniki mogag by¢
identyfikowane i1 oznaczane iloSciowo (chromatografia analityczna) lub wydzielane i zbierane
(chromatografia preparatywna). Ze wzgledu na dominujgcy mechanizm procesu rozdzielenia
chromatografie mozemy podzieli¢ na: (i) adsorpcyjng — fazg ruchomg jest ciecz lub gaz, a fazg
nieruchomg ciato state o wtasciwosciach adsorbujacych i odpowiednim rozdrobnieniu (np.: zel
krzemionkowy, tlenek glinu, wegiel aktywny); (ii) podziatowa — faza ruchomag jest ciecz lub gaz,
a stacjonarng ciecz zatrzymana na odpowiednim no$niku (np.: bibuta, ziemia okrzemkowa, kulki
szklane); (iil) jonowymienng — fazg ruchoma jest ciecz, a stacjonarng wymieniacz jonowy; (iv)
zelowa (wykluczenia) — faza ruchoma jest ciecz, a nieruchomg granulowany, jednorodny
speczniaty Zel.

Stosujac chromatografi¢ cieczowa, mozna analizowaé znacznie wigce] zwigzkow
chemicznych niz za pomoca chromatografii gazowej - ok. 80%. Moga to by¢ ciecze i ciala stale,
w tym zwigzki tatwo ulegajace rozktadowi termicznemu, polimery i zwigzki nieorganiczne.
Warunkiem analizowania tych zwigzkow za pomoca chromatografii cieczowej jest ich
rozpuszczalno$é w fazie ruchomej.

Na Rys. 1. przedstawiono schemat blokowy, a na Rys. 2. przyktadowa budowe uktadu

chromatograficznego.
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Rys. 1. Schemat blokowy uktadu chromatograficznego.



1, 2 - zbiorniki eluentdow, 3 - pompa, 4 - manometr, 5 - dozownik, 6 - przedkolumna, 7 -
kolumna chromatograficzna, 8 - termostat kolumny, 9 - przeptywomierz, 10 - detektor, 11

- kolektor frakcji, 12 - rejestrator lub komputer.
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Rys. 2. Budowa uktadu chromatograficznego.

Zasada dziatania chromatografu cieczowego jest nastepujaca: ze zbiornika lub zbiornikow
pompowana jest faza ruchoma nazywana tez eluentem (rozpuszczalnik lub mieszanina
rozpuszczalnikow), ktéra poprzez dozownik jest ttoczona do kolumny chromatograficznej
wypetione] faza stacjonarng. Cz¢sto w uktadzie chromatograficznym umieszczany jest uktad
odgazowywania fazy ruchomej w celu usunigcia z niej rozpuszczonego gazu, czyli powietrza.
Jest to wazne ze wzgledu zardwno na mozliwo$¢ zakldcenia procesu rozdzielenia (dodatkowe
objetoSci martwe, brak powtarzalnosci procesu rozdzielenia, zapowietrzenie uktadu), jak i
detekcje. Wtasciwy proces rozdzielenia odbywa si¢ w kolumnie chromatograficznej. Kolumna
chromatograficzna to rurka wykonana ze stali, szkta Iub polimeru. Kolumna wypetiona jest

ztozem, najczgsciej w formie ziaren o okreslonej $rednicy. Na koncach znajduja si¢ spieki
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utrzymujgce ziarna wewnatrz kolumny, a za spiekami gwinty pozwalajace na polaczenie
kolumny z uktadem chromatograficznym. Kolumna moze by¢ umieszczona w termostacie. Jest to
szczegolnie wazne w przypadku chromatografii, gdzie proces rozdzielenia zalezy od temperatury
(np.: szybko$§¢ wymiany jonowej). Dzigki zastosowaniu termostatu eliminuje si¢ brak
odtwarzalnos$ci czasu retencji wraz ze zmiang temperatury w kolejnych rozdzieleniach. Za
pomoca dozownika do strumienia cieczy wprowadza si¢ probke, ktorej sktadniki rozdzielane sg
w kolumnie 1 na wyjsciu z niej sg wykrywane przez detektor. Sygnat elektryczny z detektora po
wzmocnieniu jest rejestrowany za pomoca komputera w postaci piku chromatograficznego.
Przeptyw cieczy przez uktad moze by¢ kontrolowany manometrem (uktady statoci$nieniowe —
wiladciwie juz niespotykane) lub przeptywomierzem (uktady statoprzeptywowe). W uktadach
statoprzeptywowych manometr stuzy do uzyskania informacji o ci$nieniu wystepujacym na
wejsciu na kolumne chromatograficzng. Zbyt wysokie ci$nienie moze by¢ powodem uszkodzenia
cigglosci zloza chromatograficznego. W niektorych chromatografach mozliwe jest zbieranie

rozdzielonych sktadnikow mieszanin w kolektorze frakcji.

2. Aparatura i odczynniki

— wysokosprawny chromatograf cieczowy;

— kolumna chromatograficzna ZorbaxSB C-18;

— warunki rozdzielenia chromatograficznego:
o fazaruchoma: 0,1% kwas octowy / acetonitryl (70% / 30% v/v),
o objetosciowa predkos¢ przeptywu fazy ruchomej: 1 mL/min,
o objetos¢ wprowadzanej probki na kolumne: 20 pL,
o analityczna dhugos¢ fali: 255 nm;

— podstawowy roztwor benzoesanu sodu o st¢zeniu 1,5 g/L;

— kolby miarowe o objetosci 10 mL;

— naczynka chromatograficzne o objetosci 1,5 mL;

— probowki typu Eppendorf o objetosci 1,5 mL;

— pipety automatyczne;

— probki produktow kosmetycznych.

Wymagane Srodki ostroznosci

v' W trakcie wykonywania ¢wiczenia student powinien nosi¢ odziez ochronna.

v Roztwor6éw nie nalezy wdychac i zasysa¢ ustami.



v’ Identyfikacja zagrozen (Klasyfikacja zgodnie z dyrektywami UE 67/548/EWG lub
1999/45/WE):
- kwas benzoesowy - R40.

v" Pierwsza pomoc:
- w razie kontaktu ze skorg: sptuka¢ duza iloscig wody z mydtem;
- w razie kontaktu z oczami: przeptuka¢ duzg iloscig wody, przy szeroko otwartej
powiece;
- w przypadku wystapienia podraznien skontaktowac si¢ z lekarzem,;
- w przypadku potknigcia NIE prowokowa¢ wymiotéw. Nieprzytomnej osobie nigdy nie
podawac¢ nic doustnie. Wyptuka¢ usta woda. Zasiegna¢ porady medyczne;.

Doktadne instrukcje postepowania sg zawarte w dotaczonych kartach charakterystyk substanciji.

3. Cel ¢wiczenia

Celem ¢wiczenia jest oznaczenie zawartosci benzoesanu sodu w  produktach
kosmetycznych metodg wysokosprawnej chromatografii cieczowej z detekcja w ultrafiolecie
(HPLC-UV) z wykorzystaniem metody dodatku wzorca.

Metoda dodatku wzorca stosowana jest do oznaczania analizowanej substancji w obecnos$ci
rzeczywistej matrycy probki. Metoda ta polega na dodaniu do probki znanych ilosci substancji
oznaczanej. Na podstawie uzyskanych chromatograméw mozliwe jest wykreslenie krzywej
dodatku wzorca, tj. zaleznosci wysokosci (powierzchni) sygnatu (piku) analitu w funkcji st¢zenia
wzorca dodanego do probki. Nastepnie przeprowadza si¢ graficzng ekstrapolacje krzywej do
punktu przecigcia z osig odcietych i odczytuje zawarto$¢ oznaczanej substancji Cx lub tez oblicza
si¢ stezenie analitu w probce bez dodatku substancji oznaczanej z rownania krzywej dodatku
wzorca S = aC + b z nastepujgcego rownania: Cx = S/a, gdzie S to sygnat analityczny rowny b dla
stezenia dodanego wzorca C = 0.

4. Procedura wykonania ¢wiczenia
4.1. przygotowa¢ wzorzec benzoesanu sodu o stezeniu 50 mg/L bezposrednio w naczynku
chromatograficznym;
4.2. zarejestrowaé chromatogram wzorca, zanotowac czas retencji i wysoko$¢ uzyskanego
sygnatu (piku);
4.3. probke produktu kosmetycznego (ptyn do ptukania ust, naturalna woda rézana do ciata,

tonik do twarzy) rozcienczy¢ 100 razy bezposrednio w naczynku chromatograficznym;
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4.5.

4.6.

4.7.

4.8.

4.9.

4.10.

4.11.

4.12.

4.13.

zarejestrowac¢ chromatogram badanej probki, odczyta¢ i zanotowac czas retencji Oraz
wysoko$¢ uzyskanego sygnatu (piku);

poréwnaé wysokosci uzyskanych sygnalow (pikow): wzorca benzoesanu sodu o
stezeniu 50 mg/L 1 badanej probki;

rozcienczy¢  odpowiednio  badang  probk¢  bezposrednio w  naczynku
chromatograficznym;

zarejestrowa¢ chromatogram badanej probki, odczyta¢ i zanotowac czas retencji oraz
wysokos¢ uzyskanego sygnatu (piku) — pomiar powtorzy¢ trzykrotnie;

rozcienczy¢ 1 przygotowac bezposrednio w jednym naczynku chromatograficznym
badang probke razem z dodatkiem wzorca benzoesanu sodu, tak aby jego stezenie
wynosito 50 mg/L;

zarejestrowaé chromatogram badanej probki z dodatkiem wzorca 50 mg/L benzoesanu
sodu, odczytaé i zanotowaé czas retencji oraz wysokos¢ uzyskanego sygnatu (piku) —
pomiar powtorzy¢ trzykrotnie;

rozcienczy¢ 1 przygotowaé bezposrednio w jednym naczynku chromatograficznym
badang probke razem z dodatkiem wzorca benzoesanu sodu, tak aby jego st¢zenie
wynosito 75 mg/L;

zarejestrowac¢ chromatogram badanej probki z dodatkiem wzorca 75 mg/L benzoesanu
sodu, odczyta¢ i zanotowac czas retencji oraz wysokos¢ uzyskanego sygnatu (piku) —
pomiar powtorzyc¢ trzykrotnie;

rozcienczy¢ 1 przygotowaé bezposrednio w jednym naczynku chromatograficznym
badang probke razem z dodatkiem wzorca benzoesanu sodu, tak aby jego stezenie
wynosito 100 mg/L;

zarejestrowa¢ chromatogram badanej probki z dodatkiem wzorca 100 mg/L
benzoesanu sodu, odczyta¢ 1 zanotowaé czas retencji oraz wysoko$¢ uzyskanego

sygnatu (piku) — pomiar powtorzy¢ trzykrotnie.

Opracowanie wynikow

5.1.
5.2.

Wstep teoretyczny.
Na podstawie uzyskanych chromatograméw wykreslic krzywa dodatku wzorca —
zalezno$¢ wysokosci sygnatu (piku) analitu w funkcji stezenia wzorca dodanego do

probki.



5.3. Obliczy¢ zawarto$¢ benzoesanu sodu w badanych probkach — wyznaczy¢ $rednig z 3
powtorzen, obliczy¢ odchylenie standardowe i wzgledne odchylenie standardowe.
Prosze pamigta¢ o wspdtczynnikach rozcienczenia badanych probek.

5.4. Podac¢ stezenie benzoesanu sodu w badanych probkach w [g/L].

5.5.  Wnioski koncowe.
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