Diak feladatleiras

Cim: KOZMETIKAI KREMEK: Parabének azonositasa és mennyiségi
meghatarozasa

(COSMETIC CREAMS: Identification and determination of
parabens)

Kozmetikai, élelmiszeripari és gyogyszerészeti termékek ezrei mennének ténkre
rovid id6n belul, elvesztenék iziiket és minGséglket tartésitdoszerek hasznalata
nélkul. A parabének szintetikus, széles kérben alkalmazott tartésitok, melyek
nagy koncentraciéban allergias tineteket okozhatnak, s megzavarhatjak a
hormonhéztartast 6sztrogén hatasukon keresztul (Darbre PD. (2006):
Environmental oestrogens, cosmetics and breast cancer. Best Pract. Res. Clin.
Endocrinol. Metab. 20, 121-143.). Ezért a parabének csak veszélyt nem jelentd,
kicsi koncentracioban talalhatéak meg pl. a kozmetikai krémekben, mint a
Sanexben.

A kilonbo6z6 vegytletek mérése, a munka igényének megfeleld legjobb (arban,
id6ében, energidban és véghezvitelben) extrakcioés, elvalasztasi és detektalasi
modszer kivalasztasa, kihivas az analitikusok szamara. Egy ilyen munkaba
nyudjtunk bepillantast.

Rovid 6sszefoglald

Tagja vagy egy analitikus munkacsoportnak, melynek feladata néhany parabén
(tartésitdészerek) azonositasa és mennyiségi meghatarozasa a Sanex krémben.
Ismerned kell a folyadék extrakcids, a vékonyréteg- kromatografias és a
nagyfelbontasu folyadék-kromatografias elvalasztasi modszerek alapjait. Becsiild
meg a feladatban leirt kétféle kromatografias mdodszer koéltségvetését, az
anyagigéenyuk alapjan (vegyszerek, mozgo és all6 fazis), és kezdeményezz
kommunikaciot az iskolatarsakkal, mas kivilallé fogyasztoval vagy méassal az
eredmeényekrol.

Elvégzend® vizsgalatok

Négy fOs csoportban dolgoztok. Két személy a parabéneket TLC mdodszerrel
azonositja, mig a masik kettéd HPLC-vel méri meg Oket. A kdvetkezl seqitd
eszkozok allnak rendelkezésetekre:

e Hasznos weblapok

e Meérés leirdsa

e Adatlapok a rétegkromatografias azonositas és a nagyhatékonysagu folyadek-
kromatografias meghatarozas eredményeinek kiértékeléséhez

Ez a feladat a kommunikaciéra, a beszerzés tervezésére, valamint a koltségvetés
elkészitésére helyezi a hangsulyt. Tanarotok segiteni fog az id6- és a
munkabeosztas megszervezésében. Dolgozzatok csapatként és kdvessétek ezt az
utat:

e Gyljtsetek informacidkat a parabénekrdl, azok hasznalatarol, szerepérdl a

kulonbo6z6 élelmiszerekben és kozmetikai cikkekben, kiulondsképpen a Sanex
krémben.
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Talalsz adatokat a'http://www.sanex.net/ cimU honlapon, valamint a kdvetkezd
publikaciékban:

- N. de Kruijf, M. A. H. Rijk, L. A. Pranato-Soetardhi and A. Schouten (1987):
Determination of preservatives in cosmetic products I: Thin-layer
chromatographic procedure for the identification of preservatives in cosmetic
products (J. Chromatography 410, 395-411).

- N. de Kruijf, M. A. H. Rijk, L. A. Pranato-Soetardhi and A. Schouten, (1989).
Determination of preservatives in cosmetic products Il. High-performance liquid
chromatographic identification (J. Chromatography 469, 317-398).

e A gyakorlati munka soran szilard-folyadék és folyadék-folyadék extrakciot,
vékonyréteg- kromatografiat valamint nagyhatékonysagu folyadékkromatografiat
fogsz alkalmazni. Nézd at ezen elvalasztasi technikak alapelveit. Néhany hasznos

'‘Application/rs68.html
Megjegyzeés: toltsd le a "Principles and Practice of Chromatography"-t (ingyenes,

http://www.waters.com/WatersDivision/ContentD.asp?watersit=JDR S+
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e Olvasd at alaposan a kisérleti leiras részt! Vedd a szukséges felszerelések és
anyagok listajat és keresd ki az arukat katalogusokbdl. Hasznalj
konyvkatalogusokat vagy weblapokat, mint pl. a kdvetkezdket:

http://www.merck.de/serviet/PB/menu/1001723/index.html
Hasznald a ChemDat online-t!

A gyakorlati munka el6tt nézz utana, milyen veszélyforrasokat jelentenek az
altalad hasznalt anyagok.

e Miutan kiosztottatok magatok kozt az elvégzend6 munkat, és atgondoltatok,
milyen adatokat kell lejegyeznetek (pl. ne felejtsétek a Sanex krém tomegét
leirni), elkezdhetitek a gyakorlati munkat.

e Az eredmények kiértékeléséhez hasznaljatok segitségul az ,Adatlap:
Rétegkromatografias azonositas” és az ,Adatlap: nagyhatékonysagu
folyadékkromatografias meghatarozas” lapokat.

e Veégul osszatok meg egymassal a két moédszerrel kapott eredményeket, és
vitassatok meg Oket kivulallékkal (pl. fogyasztd, sajtd, iskolatars stb.)

Mérési eredményeid
Kezdeményezzetek kommunikacioét a témakban jartas iskolatarsaitokkal vagy
kivulallokkal, a kovetkezGket hasznalva:

Foglaljatok 6ssze a vizsgalt parabének szerepét a kozmetikai krémekben!
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http://www.sanex.net/
http://www.chem.wisc.edu/courses/342/Fall2004/TLC.pdf
http://www.lipidlibrary.co.uk/topics/tlc/file.pdf
http://siggy.chem.ucla.edu/VOH/136/TLC.pdf
http://www.chromatography-online.org/Principles/TLC/Sample-
Application/rs68.html
http://www.ionsource.com/tutorial/chromatography/rphplc.htm
http://www.waters.com/WatersDivision/ContentD.asp?watersit=JDRS-
6VRHBW&WT.svl=1
http://www.merck.de/servlet/PB/menu/1001723/index.html
http://www.sigmaaldrich.com/Local/SA_Splash.html

Prébald meg 6sszegezni a TLC és a HPLC kozétti kildnbséget! Hasznald a
szakkifejezéseket! Gondolj pl. a rendszerek zartsagara, a mintafelvitelre, a mobil
fazist aramoltato erdre, a mobil fazis sebességére, a hasznalhat6 detektalasi
eljarasokra.

Egy HPLC mddszer kifejlesztése hosszu laboratériumi gyakorlatot igényel. Tudndl
emliteni mdédszereket, melyekkel ki lehet mutatni az interferenciat? Mit csinalnal
interferencia esetében?

Osszegezzétek a két moédszerrel kapott eredményeket és azok koltségigényét. A
koltségek kiszamitasanal gondoljatok arra, hogy a koltség fligg az anyagok
tisztasagatol (pl. a TLC moédszerhez nem sziikséges kromatografias tisztasagu
mozg6 fazis, valamint nagy tisztasagu parabén) és mennyiségétdl (pl. a HPLC
nagyobb térfogatd mobil fazist igényel, mint a TLC).

Beszéljétek meg, hogy melyik médszert milyen esetben hasznalnatok?
Gondoljatok koltség-, és idGigényukre valamint pontossagukra.

Onellenodrzo feladatok diakoknak
A feladat a kovetkez0 képességek fejlesztésére szolgalt: a szakmai tudas

alkalmazasa, a problémamegoldas felismerése, a csapatmunka, a kommunikacio
és a beszerzés, valamint koltségvetés megtervezese.

Vélaszolj 50-100 széban az aldbbi kérdésekre!

Milyen szakmai készségre és tudasra tettél szert, és milyen eredményesen
hasznaltad azokat?

Mennyire eredményesen hasznaltatok ki a csapatmunkat? ird le a csapatmunka
eldnyeit példakon keresztul!

Hogyan kommunikaltatok egymassal és az mennyire volt hatasos?

Hogyan sikerllt a beszerzést és a koltségvetés megtervezni?
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KOZMETIKAI KREMEK: A parabének azonositasa a kozmetikai
krémekben (a StandardBase eljaras alapjan)

EXTRAKCIO A TLC AZONOSITASHOZ

Anyagok és felszerelések

Aceton

Kalcium-klorid, vizmentes
Dietil-éter

Sdésav (4 mol/l)

Kalium- hidroxid oldat (4 mol/l)
Analitikai mérleg

50 ml-es menetes Erlenmeyer-lombik
60 °C-os vizfurd6

pH indikator papir

Sz(lrOBpapir

Erlenmeyer-lombik
Valasztotolcsér

Mintatartd (5 ml)

Modszer

Mérj le 1,0 g Sanex krémet egy 50 ml-es menetes Erlenmeyer-lombik. Adj 4
csepp sb6savat és 40 ml acetont hozza. A zart Erlenmeyer-lombikot rakd 5 percre
a 60 °C-os vizflirddbe. Razd erbsen 1 percig, hogy a parabének extrahalédjanak
a folyadék fazisba.

Allitsd be az oldat pH-jat <3-ra s6savat hozzacsepegtetve, pH indikator papirral
mérve. Ismét razd erdsen egy percig. Hltsd le az oldatot szobah&m érsékletre
aramlé csapviz segitségével, majd azutan szlrd le. 20 ml szlrletet és 60 ml vizet
rakj egy 200 ml-es Erlenmeyer-lombikba és keverd Oket 6ssze. Kalium-hidroxid
oldattal allitsd be a keverék pH-jat korulbelll 10-re. Hasznalj pH indikator papirt
az ellen@rzésre.

Adjal 1 g kalcium-kloridot hozza, és razd erdsen. Szlrd le az oldatot egy 75 ml
dietil- étert tartalmaz6 250 ml-es valasztétdlcsérbe, és razd 1 percig. Amikor a
rétegek elvalnak, gydjtsd a vizes fazist egy 200 ml-es Erlenmeyer-lombikba,
so6savval allitsd be a pH-jat korulbelll 2-re. Ezutan adj hozza 10 ml dietilétert és
razd erGsen 1 percig. A rétegek elvalasa utan a masodik éteres fazisboél vegyél 2
ml-t a mintatartéba.

TLC VIZSGALAT

Anyagok és felszerelés

Jégecet

n-Pentan

Metil 4- hidroxibenzoat (metilparabén) 0,1 g/100 ml metanolos oldata
Etil 4-hidroxibenzoat (etilparabén) 0,1 g/100 ml metanolos oldata
n-Propil 4-hidroxibenzoat (propilparabén) 0,1 g/100 ml metanolos oldata
n-Butil 4-hidroxibenzoat (butilparabén) 0,1 g/100 ml metanolos oldata
2-fenoxietanol 0,2 g/100 ml metanolos oldata

1-fenoxipropan-2-ol 0,2 g/100 ml metanolos oldata
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e TLC réteg, 20 cm x 20 cm aluminium lemezre felvitt (0,25 mm) fluoreszcens
adalékanyagot tartalmazo szilikagél, ha lehetséges, akkor koncentracios
zénaval

Szaritészekrény, mely 120 °C-ig mkodik

Mikrofecskendd

Kifejleszt6 kad (telitetlen)

Levegbaram forras (pl. hajszarito)

UV-lampa (A=254 nm)

Modszer

Mikrofecskend§ segitségével vigyél fel a rétegre 10-10 pl-t a referenciaoldatokbdl
és 100 pl-t a mintaoldatbdl az el6zetesen kiszaritott (3 6ra, 120 °C) TLC rétegre
(a koncentralé zénaba). A mintafelvitelt hideg levegéarammal gyorsitsd.
Készitsd el a mobil fazist [n-pentan-jégecet (88:12 v/v; pl. 88 ml n-pentan és 12
ml jégecet elegyitésével készitheted el)] és dnts 100 mi-t a kifejlesztd kadba.
Kozvetlen ezutan tedd bele a tesztanyagokat és a mintat is tartalmazo réteget. A
kifejlesztést szobahémérsékleten végezd, mig az oldészerfront nem ér el
korulbeltl 15 cm tavolsagra a mintafelvitel vonalatdél (el6zetesen érdemes
bejelolni) (a kifejlesztési tavolsag fontos a 6 parabén megfelel6 elvalasztasahoz).
A medfuttatott réteget szaritsd meg meleg levegd aramban, és értékeld UV fény
alatt. Jeldld be az olddszerfrontot és a kromatografias foltok helyét is.
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KOZMETIKAI KREMEK: Parabének meghatarozasa kozmetikai
krémekben (a StandardBase eljaras alapjan)

EXTRAKCIO A HPLC MEGHATAROZASHOZ

Anyagok és felszerelés

Etanol, abszolut

Kénsav (2 mol/l)

100 ml-es menetes Erlenmeyer-lombik
Analitikai mérleg

60 °C-os vizfurd6

Sz(ir6papir

Mintatarté (5 ml)

Modszer

Mérj be 1,0 g Sanex krémet egy 100 ml-es menetes Erlenmeyer-lombikba. Adjal
hozza 1 ml kénsavat, 50 ml etanol-viz (9:1 v/v; pl. alkalmazhatod 90 ml abszolut
etanol és 10 ml viz elegyét) keveréket. Razd erdsen legalabb egy percig a lezart
Erlenmeyer-lombikot, hogy a minta szuszpendaljon az oldészerben. Helyezd a
lombikot 5 percre a 60 °C-os vizfurd6be, hogy a parabének extrahalédjanak az
oldatfazisba. Ezutan gyorsan hitsd le hideg csapvizzel, és tedd az Erlenmeyer-
lombikot h(it6be. 1 6ra mulva sz(ird le, és vegyél belGle korulbelul 2 ml-t a
mintatartéba. Az extraktumot tartsd h(it6ben, és hasznald fel 24 6ran belil
HPLC-s meghatarozasra.

HPLC VIZSGALAT

Anyagok és felszerelés

Acetonitril

Etanol, abszolut

Metanol

Kénsav

Tetrahidrofuran

Torzsoldat, mely a kovetkez0 tartositészereket tartalmazza (etanol/viz 9:1
v/v oldbészerben; pl. 90 ml abszolut etanol és 10 ml viz elegyitésével
készitheted el) (h(it6ben tarolva 1 hétig stabil):

- 0,05 g/100 ml Metil 4-hidroxibenzoat (metilparabén)

- 0,05 g/100 ml Etil 4-hidroxibenzoat (etilparabén)

- 0,05 g/100 ml n-Propil 4-hidroxibenzoét (propilparabén)

- 0,05 g/100 ml n-Butil 4-hidroxibenzoat (butilparabén)

- 0,2 g/100 ml 2-fenoxietanol

- 0,2 g/100 ml 1-fenoxipropan-2-ol

* 50 ml-es mérdlombikok

»= Sz(rd (nylon, PVDF, 0,45 pm porozitas)

= HPLC UV-detektorral (A =280 nm) és forditott fazist analitikai oszlop
(Nucleosil 5C18 vagy azzal ekvivalens, rozsdamentes, 25 cm x 4.6 mm), 20 pul-es
mintahurokkal

* Mikrofecskendd

Mdoédszer
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Készitsd el a parabének standardoldatait. Rakjal 0,5, 1, 2, 5, 10 és 20 ml
torzsoldatot 50 ml-es mér6lombikokba. Mindegyikhez adjal 1 ml kénsavat és
toltsd fel 6ket jelig etanol-viz (9:1 v/v; pl. 270 ml abszolut etanol és 30 ml viz
elegyitésével készitheted el) eleggyel. Ezeket az oldatokat frissen készitsd el.
HPLC elvalasztashoz készitsd el és szlrd le a mobil fazist [tetrahidrofuran-viz-
metanol-acetonitril (5:60:10:25 v/v/viv); pl. elkészitheted 5 ml tetrahidrofuran,
60 ml viz, 10 ml metanol és 25 ml acetonitril elegyitésével], allitsd be az
aramlasi sebességet (1,5 mixmin-1) és az UV-detektort (A=280 nm). 20-20 pl-t
injektalj minden oldatbdl (a standard- és a mintaoldatokbdl is). Minden esetben
vedd fel a kromatogramokat a csucsok teruletével és magassagaval.

Ha a kapott legrosszabb Rs nem éri el a 0,9-et, akkor valtoztatni kell a mobil
fazis 6sszetételén, vagy hatékonyabb oszlopot kell hasznalni.
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Or lap: Rétegkromatografias azonositas

A TLC elvalasztas dokumentacidja:

Rajzold a parabének kromatografias foltjait a megfelel6 helyre, ahol a
kifejlesztett rétegen elhelyezkednek. Ugyelj a helyes kbzéppontra és a foltok
méretére.

Ne felejtsd el az oldbészerfront meghuzasat.

A kovetkez6 tavolsagokat mérd le (jelold ket a rajzon is):

A felviteli pont és az oldészerfront tavolsaga (mm)
ho,= mm

A felviteli pont és a parabénfoltok k6zepe kdz6tti tavolsag (mm) [h]

g, etilp. propilp. butilp, 2--et. 1-f-prop. finta

o
i

i
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Toltsd ki

a kovetkezO tablazatot.

Szamitsd ki

minden parabén R; értékét.

Hasonlitsd O0ssze a mintaban észlelhetd foltokat a referenciaanyagok foltjaival,
figyelembe véve az R; értékeiket és az UV fényben tapasztalhat6 viselkedésuket.

h [mm] Ri=h/h, Megtalalhat6 a
vandorlasi Retencids faktor krémben?
tavolsag (lgen/Nem)
m etilparabén
etilparabén
propilparabén

butilparabén

2-fenoxietanol

1-fenoxipropan-2-ol
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l'jrlap: Nagyhatékonysagu folyadékkromatografias meghatarozas

llleszd ide az egyik referenciaoldat (minden tesztanyagot tartalmaz) és a
mintaoldat kromatogramjat.

A standardoldat kromatogramja:

A mintaoldat kromatogramija:

Mi a holtidd (t,) a HPLC-ben? Jelold be a standardoldat kromatogramjan!
te=___ perc

Szikséged lesz a vizsgalt parabének cslUcsainak retencios idejére (tr) és
alapvonalszélességére (w). GylUljtsd 0ssze ezen paramétereket a standardoldat
kromatogramjarol a kovetkez6 tablazatba, és szamitsd ki a relativ retencids
idoket (tg), a felbontasokat (Rs), a szelektivitasokat (), az elméleti
tanyérszamokat (n) és az elméleti tAnyérmagassagokat (HETP) a kovetkez
formulak felhasznalasaval:

www.pro-base.ey 10
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ey — 1
R =-2—Rf (ha ty, >tg)
W1+W2 R2 R1

2
n= 16(t—R)
w

HETP =L
n

tr tR, RS O n HETP

metilparabén

etilparabén

propilparabén

butilparabén

2-fenoxietanol

1-fenoxipropan-2-ol

ird be a parabének standardoldatainak kromatografalasaval kapott csucsok
atlagos terlleteit a kovetkezd tablazatba. Szamitsd ki a parabének
koncentracidjat is az egyes oldatokban.

A csucs alatti teriiletek atlaga

A parabének
koncentracidja a
standardoldatokban
[mgxI™]

metilparabén

etilparabén

propilparabén

butilparabén

A parabének
koncentracidja a
standardoldatokban
[mgxI]

www.pro-base.el 11
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2-fenoxietanol

1-fenoxipropan-2-

ol

Toltsd ki a kbvetkezd tablazatot. Microsoft Excell-ben dbrazold a parabének
atlagos csucsteriileteit (T) a standardoldat koncentraciojanak (c; mgxI?)
fuggvényében. Linearis regresszid segitségével illessz a pontokra egyenest.
ird le az egyenes egyenletét és a korrelacios koefficienst. A mintaoldatban
taldlhaté parabének koncentracidéjanak kiszamolasahoz, csak be kell
helyettesiteni ezekbe a fuggvényekbe a mintaoldat kromatogramjabdl nyert
atlagos csucsterileteket.
Szamold ki a metil-, etil-, propil-, butil-parabének, a 2-fenoxietanol, és az 1-
fenoxipropan-2-ol a krémben talalhaté mennyiségét mgxg™*
mértékegységben. Hasznald a kovetkezd formulat:

c-V

10° - m,

ahol m, = a minta tomege (a krém) grammban

V = az oldat térfogata (51 ml)

T és ¢ kozotti
egyenlet

R-rel

A
mintaoldatba

n az atlagos T

mintaoldatba
nac

[mgxI]

A krémbeli
mennyiség

[mgxg™]

metilparabén

etilparabén

propilparabén

butilparabén

2-fenoxietanol

1-
fenoxipropan-
2-ol

12
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