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Streszczenie

Substancje konserwujace s nieodlacznym sktadnikiem wiekszosci produktow kosme-
tycznych obecnych na rynku. Ich obecnos¢ zapewnia trwalos¢ produktu oraz odpo-
wiednie wlasciwosci i bezpieczenstwo stosowania. Stezenie konserwantow jest scisle
okreslone i regulowane normami prawnymi. Celem niniejszej pracy byla jakosciowa
analiza wybranych zwiazkéw o wlasciwoéciach konserwujacych: parabendéw, 2-fe-
noksyetanolu i alkoholu benzylowego w prébkach kosmetycznych z wykorzystaniem
metody '"H NMR, czyli protonowego magnetycznego rezonansu jadrowego i ocena
przydatnosci tej metody w wymienionym celu. Analizie poddano dziewig¢ produktéw
kosmetycznych, do ktérych nalezaly toniki, ptyny micelarne i szampony do wloséw.
Badania wykazaly, ze widma 'H NMR sa doskonalym narzedziem do stwierdzenia
obecnosci substancji konserwujacych w produktach kosmetycznych. Umozliwiajg
szybka weryfikacje kosmetykéw pod wzgledem zawartosci badanych substanciji.

Summary

Preservatives are an inherent component of most cosmetic products on the mar-
ket. Their presence ensures the durability of the product as well as appropriate
properties and safety of use. The concentration of preservatives is strictly defined
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and regulated by legal standards. The aim of this study was a qualitative analysis
of selected preservatives: parabens, 2-phenoxyethanol and benzyl alcohol in co-
smetic samples using the '"H NMR method, i.e. nuclear magnetic resonance, and
evaluation of the suitability of this method for the above-mentioned purpose. Nine
cosmetic products were analyzed, including toners, micellar waters and hair sham-
poos. Research has shown that '"H NMR spectra are an excellent tool for identifying
the presence of preservatives in cosmetic products. They enable quick verification
of cosmetics in terms of the content of preservatives.

Wstep

Waznym i nieodlacznym elementem naszej codziennosci we wszystkich grupach
wiekowych sa réznego rodzaju kosmetyki. Gtéwnym ich zadaniem jest zapewnia-
nie higieny, poprawa kondycji skory w réznych etapach zycia oraz przeciwdzialanie
nastepstwom starzenia. Kosmetyki obecne na rynku kosmetycznym posiadajg roz-
ne daty waznosci - w przypadku niektorych sa one stosunkowo dlugie. Biorac pod
uwage fakt, iz produkty takie, szczegélnie jesli zawieraja w swoim sktadzie wode, sa
bardzo narazone na dzialanie drobnoustrojow, zastosowanie w ich produkcji kon-
serwantow jest nieuniknione i wskazane.

Obecnie na rynku kosmetycznym wsrod konsumentéw dominuje zaintere-
sowanie produktami naturalnymi, ekologicznymi czy roslinnymi, rowniez co do
konserwantéw. Z tego wzgledu wielu producentéw na etykietach swoich kosmety-
kow umieszcza informacje o braku tych zwiazkéw w skladzie. Z uwagi na fakt, ze
produkty takie musza by¢ zabezpieczone przed szkodliwym dzialaniem, powinny
by¢ nalezycie chronione. W zwigzku z tym za hastem ,bez konserwantow” kryje
sie stosowanie substancji, ktore nie widnieja na liscie substancji konserwujacych
uzywanych w kosmetykach. Czesto zwigzki te, poza dzialaniem przediuzajacym
trwalo$¢, majg dodatkowe wlasciwosci, jak np. dzialanie przeciwdrobnoustrojowe.

Zla stawa konserwantow, szczegdlnie z grupy parabendéw nie ma ugruntowa-
nych podstaw, a mimo to na rynku kosmetycznym odchodzi si¢ od tego rodzaju
substancji jako skladnikow kosmetyku. Nie ma jednak mozliwosci zaprzestania ko-
rzystania ze Srodkdw konserwujacych. Znajduja sie one nie tylko w kosmetykach,
ale tez w produktach zywnosciowych czy leczniczych. Ich obecno$¢ stanowi inte-
gralng czes¢ produktu, ktéry ma zachowaé swoje wlasciwoséci chemiczne i fizyczne
przez dlugi czas oraz ma by¢ bezpieczny do stosowania przez konsumentow.

Stezenie konserwantow jest $cisle uregulowane normami prawnymi i nie moze
zostac przekroczone. Wplyw tych zwigzkéw na zdrowie czlowieka w dalszym ciggu
stanowi temat wielu badan naukowych réznych produktow, w tym réwniez pro-
duktéw kosmetycznych.
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Definicja kosmetyku okreslona jest w sposob jednoznaczny w artykule 2 Rozpo-
rzadzenia Parlamentu Europejskiego i Rady (WE) nr 1223/2009 z 30 listopada 2009 r.
dotyczacym produktéow kosmetycznych [1]. W zaleznosci od przeznaczenia wyroz-
niamy kosmetyki do skory, wloséw, paznokci i twarzy. Inny podzial dotyczy grupy
docelowej — znane sg preparaty dla kobiet, mezczyzn, dzieci, nastolatkow i dla oséb
starszych. Kolejny czynnik klasyfikacji to funkcje przez nie pelnione, tj. produkty
czyszczace, pielegnujace, ochronne, zapachowe oraz kosmetyki zmieniajace wyglad.

Obserwujemy duze zainteresowanie kosmetykami pielegnacyjno-ochronny-
mi. Pomagaja one zachowac dobry stan skory zdrowej, chroni¢ przed niekorzyst-
nym dzialaniem czynnikdéw zewnetrznych, a takze przywracaé jej prawidtowa
strukture [2]. Czes¢ z nich moze wykazywac charakter leczniczy.

Obok klasycznych kosmetykow wyrdézniamy produkty nalezace do kategorii, ta-
kich jak: dermokosmetyki czy kosmetyki naturalne. Dermokosmetyki to produkty,
ktore moga wykazywac dzialanie przeciwzapalne, przeciwobrzgkowe czy by¢ stoso-
wane jako §rodki gojace oraz zmniejszajace widocznos¢ blizn [3]. Dermokosmetyki
w znacznym stopniu moga wspomac proces leczenia, lecz nie zastepuja produktow
leczniczych. Stosowane sa w schorzeniach, takich jak: tradzik, tupiez czy atopo-
we zapalenie skory. Kosmetyki naturalne to takie, w ktorych dodatek substancji
syntetycznych nie przekracza 5%. Jako konserwanty stosowane sg w nich: alkohol
benzylowy, kwas salicylowy, sorbowy czy benzoesowy, tj. zwiazki syntetyczne, ale
identyczne z naturalnymi. Z kolei za zapach w kosmetykach naturalnych odpo-
wiada¢ moga olejki eteryczne wystepujace naturalnie [4]. W fitokosmetykach za
aktywno$¢ odpowiadaja substancje zawarte w ekstraktach i wyciagach z roslin, olej-
kach zemulgowanych lub czystych oraz eterycznych [5].

Efekt terapeutyczny i odzywczy srodkéw kosmetycznych i leczniczych zwigzany
jest z procesem przenikania substancji aktywnej przez skore. Proces ten moze zacho-
dzi¢ z rozng intensywnoscig. Wyrdzniamy trzy etapy przenikania: powierzchniowy
(adsorpcja), srodskorny (penetracja) i gleboki (resorpcja). W przypadku $rodkow
leczniczych korzystne jest, aby substancja przenikala do ukladu krazenia. Wskazane
jest, aby szybkos¢ tego przenikania byla jak najwieksza. Z kolei w przypadku prepa-
ratéw kosmetycznych jest odwrotnie. Korzystna cecha jest, aby substancja aktywna
przenikata wolno lub wcale, zatem charakterystyczne jest przenikanie trzema etapami.

Produkty kosmetyczne, szczegolnie te zawierajace cho¢by niewielka ilos¢ wody
i substancje organiczne, narazone s3 na dzialanie mikroorganizmow, takich jak:
bakterie, plesnie czy grzyby. Ich wplyw moze niekorzystnie oddziatywac¢ na kosme-
tyk, poprzez modyfikacje wygladu, zapachu, konsystencji i wlasciwosci. Ponadto
obecnosé¢ produktéw przemiany materii drobnoustrojow moze powodowac po-
draznienia skory konsumentow [2]. W celu ich ochrony, zapobieganiu przed tym
zjawiskiem i w celu przedluzenia trwalosci, dodawane s3 do kosmetykéw substan-
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cje konserwujace. Do grupy tej nalezy wiele zwigzkdéw, m.in. parabeny, alkohole,
fenole, aldehydy, pochodne kwaséw organicznych i substancje nieorganiczne [6].

Konserwanty, aby mogly zosta¢ uzyte w produktach kosmetycznych, musza
spelniac szereg wymagan — byc¢ bezpieczne w zastosowaniu, nietoksyczne i wy-
kazywac¢ dobra tolerancje. Efekt terapeutyczny powinien by¢ odczuwalny w jak
najnizszych stezeniach, by zminimalizowa¢ dziatania niepozadane, a takze wyka-
zywac aktywno$¢ w szerokim spektrum [7]. Substancje te musza by¢ takze stabil-
ne i dobrze rozpuszczalne w wodzie [2], a ich dzialanie w organizmie czlowieka
powinno by¢ wielokierunkowe. Jedna z najpopularniejszych grup konserwantow
sa parabeny. Jako $rodki konserwujace stosowac je zaczeto w latach trzydziestych
XX wieku. Chemicznie to estry z reszta kwasu p-hydroksybenzoesowego, rézniace
sie podstawnikiem (rodzajem grupy alkilowej) w pozycji para.

W ich budowie wyrdzniamy rozne grupy alkilowe: metylowa, etylowa, propylo-
wa czy butylowa, ktorych nazwa jest zwigzana z tym podstawnikiem. S3 to zatem ko-
lejno: metyloparaben, etyloparaben, propyloparaben i butyloparaben (Rysunek 1).
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Rysunek 1. Wzory strukturalne najbardziej popularnych parabenéw: a. metyloparabenu, b. ety-
loparabenu, c. propyloparabenu, d. butyloparabenu.

Figure 1. Structural formulas of the most popular parabens: a. methylparaben, b. ethylparaben,
c. propylparaben, d. butylaparaben.
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W zwigzku z tym réznig si¢ one nieznacznie miedzy sobg rozpuszczalnoscig oraz
dzialaniem przeciwdrobnoustrojowym. Diugos¢ tancucha alkilowego determinuje
rozpuszczalno$¢ w wodzie — maleje ona wraz ze wzrostem dlugosci taricucha. Wraz
ze zmniejszeniem rozpuszczalnosci wilasciwosci przeciwdrobnoustrojowe rosna,
gdyz ich aktywno$¢ zalezy od srodowiska, w ktérym sie znajduja. Najwieksza trwa-
to$¢ wykazuja w pH 4-5. Najlepsza efektywno$¢ zapewnia stosowanie mieszanin
parabendw, ze wzgledu na ich synergistyczne dzialanie [8]. Najwigcej parabendw
dostarczanych do organizmu ludzkiego pochodzi z produktéw kosmetycznych (50
mg), nastepnie z produktow farmaceutycznych (25 mg), a najmniej parabenéw do-
starczamy wraz zywnoscia (1 mg) [8].

Inne przykltady konserwantow stosowanych w kosmetykach to, np. fenoksyetanol
(2-fenoksyetanol, monofenyloeter glikolu etylenowego czy fenoksytol). Wykazuje
skutecznos¢ wobec szerokiego spektrum drobnoustrojéw (bakterie z grupy Gram-do-
datnich i Gram-ujemnych). Ponadto posiada aktywnos¢ przeciwko drozdzakom, do
ktorych nalezy m.in. Candida albicans. Ma zastosowanie w wielu produktach kosme-
tycznych, a takze w lekach. Dodatkowo moze by¢ wykorzystywany jako substancja
zapachowa, stosowana w mieszankach. W Europie, maksymalne stezenie fenoksyeta-
nolu w produktach kosmetycznych wynosi 1%. Nie zaleca si¢ stosowania go na obszar
pieluszkowy u dzieci ponizej 3 roku zycia [9]. Fenoksyetanol moze mie¢ zastosowanie
jako preparat na rany i oparzenia w stezeniu 2-2,2%. Dodatkowo, w wyzszym stezeniu
(od 3 do 9%) moze wystepowac¢ w Srodkach odstraszajacych owady [10].

Do konserwantow zaliczany jest takze alkohol benzylowy. To aromatyczny alko-
hol, znany réwniez pod nazwami benzenometanol, fenylometanol, fenylokarbinol
czy alkohol fenylometylowy. W kosmetykach pelni rol¢ konserwantu, rozpuszczal-
nika oraz substancji odpowiedzialnej za zapach. Zmniejsza takze lepko$¢ kosmetyku.
Podobnie jak fenoksyetanol, maksymalne stezenie alkoholu benzylowego okreslone
przez Parlament Europejski i Rade to 1% [11]. Bez ograniczen stosowany jest w pre-
paratach, takich jak: mydta, szampony, farby do wloséw, cienie i tusze do rzes [12].

Budowe wymienionych konserwantow przedstawiaja wzory strukturalne na Rysunku 2.
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Rysunek 2. Wzory strukturalne konserwantéw: a. 2-fenoksyetanolu, b. alkoholu benzylowego.

Figure 2. Structural formulas of preservatives: a. 2-phenoxyethanol, b. benzyl alcohol.

W zwigzku z wieloma obostrzeniami, co do zawartosci tych zwiazkéw w pro-
duktach, wazna jest ciagla weryfikacja ich zawartosci w materiale réznego pocho-
dzenia i sprawdzanie deklaracji producentéw. W artykule przedstawiona zostala
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jakosciowa analiza zwigzkow z grupy konserwantow, tj. parabenow, 2-fenoksyeta-
nolu i alkoholu benzylowego. Wymienione konserwanty to najczesciej stosowane
substancje konserwujace wystepujace w kosmetykach. Do badan jakos$ciowych serii
wybranych kosmetykéw zostala wykorzystana jedna z metod spektroskopowych,
magnetyczny rezonans jadrowy - 'H NMR.

Materiat i metody
Analizie poddano dziewig¢ kosmetykow, wsrod ktorych byly: 4 toniki, 3 plyny mi-
celarne oraz 2 szampony do wlosow. Zgodnie ze skladem, powinny one zawiera¢
konserwanty z grupy parabenéw, fenoksyetanol i/lub alkohol benzylowy. W celach
badawczych, do poréwnania, jeden z produktéw nie zawiera zadnych z wyzej wy-
mienionych zwigzkéw (dane wedtug producenta). Sktad kosmetykéw wraz z wy-
szczegdlnionymi konserwantami obecnymi w skladzie przedstawia Tabela 1.

Tabela 1. Sklad deklarowanych produktow kosmetycznych.

Table 1. Composition of the declared cosmetic products.

Lp Nazwa Konserwanty Lp Nazwa Konserwanty
Odswiezajacy tonik * metyloparaben Ptyn micelarny | e brak
1. 6.
do twarzy e alkohol benzylowy
Tonik normalizujagcy | * metyloparaben Szampon * alkohol benzylowy
2. | do twarzy * alkohol benzylowy | 7. | przyspieszajacy
porost wlosdow
Wzmacniajacy * alkohol benzylowy Tonik * metyloparaben
szampon do wlosdw * etyloparaben
dlugich, sklonnych * propyloparaben
3. ; y 8.
do zniszczen * butyloparaben
i przetluszczania sie * fenoksyetanol
u nasady
Plyn micelarny e fenoksyetanol Oliwkowy tonik | ® fenoksyetanol
4. 9z .
e alkohol benzylowy z witaming C
5. | Plyn micelarny e fenoksyetanol

Przeprowadzenie jako$ciowej analizy wymagalo, aby w analizowanych prob-
kach znacznie zredukowac ilos¢ wody, dlatego wszystkie kosmetyki zostaly podda-
ne procesowi liofilizacji. Po 25 g kazdego z kosmetykdw zostato zamrozone i utrzy-
mywane w temperaturze —24°C przez kilka dni. Nastepnie dokonano liofilizacji
w wykorzystaniem aparatu Martin Christ Alpha 1-2 LDplus DONSERYV. Probki
liofilizowano w temperaturze -25°C przy prézni 0,63 mBar. Czas liofilizacji wynosit
7 dni. Zakupiono tez w Sigma-Aldrich odpowiednie wzorce:
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 p-hydroksybenzoesan metylu ReagentPlus®, Sigma-Aldrich - W,
e bezwodny alkohol benzylowy, 99,8%, Sigma-Aldrich - W,
e 2-fenoksyetanol, 299%, Sigma-Aldrich - W,

Dla wybranych wzorcéow konserwantéw (metyloparabenu - W,, alkoholu
benzylowego - W_, 2-fenoksyetanolu - W.,) wykonano widma 'H i "C NMR, po
uprzednim rozpuszczeniu w deuterowanym chloroformie (CDCL,) i dokonano pet-

nego przypisania sygnatéw. Widma '"H NMR i *C NMR wzorcéw, wraz z numera-
cja atomdéw wegli we wzorze strukturalnym substancji, przedstawiaja trzy kolejne

Rysunki: 3, 4 i 5, odpowiednio dla metyloparabenu, alkoholu benzylowego,

2-fe-

noksyetanolu. Z kolei dla roztworéw prébek badanych (P, - P,) wykonano widma

'"H NMR w D,0.

Wszystkie widma zostaly zarejestrowane na spektrometrze Varian VNMRS

300 Oxford. Uzyskane widma opracowano za pomocg programu Mestrenova 6.0.2.

Postuzyly one do analizy jakosciowej konserwantéw obecnych w kosmetykach.
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Rysunek 3. Widma NMR metyloparabenu (W ): a. widmo weglowe, b. widmo protonowe.

Figure 3. NMR spectra of methylparaben (W ): a. carbon spectrum, b. proton spectrum.
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Rysunek 4. Widma NMR alkoholu benzylowego (W): a. widmo weglowe, b. widmo protonowe.
Figure 4. NMR spectra of benzyl alcohol (W)): a. carbon spectrum, b. proton spectrum.
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Rysunek 5. Widma NMR fenoksyetanolu (W,): a. widmo weglowe, b. widmo protonowe.
Figure 5. NMR spectra of 2-phenoxyethanol (W)): a. carbon spectrum, b. proton spectrum.
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Whyniki i dyskusja

Magnetyczny rezonans jadrowy (NMR) to uznana metoda farmakopealna stoso-
wana zaréwno do jakosciowej, jak i ilosciowej analizy pojedynczych substancji oraz
mieszanin. Pozwala na dokladng identyfikacje substancji w prébkach, stad tez préba
zastosowania widm "H NMR w aspekcie oznaczen konserwantéw w produktach ko-
smetycznych do szybkiej ich identyfikacji. Wykorzystana zostata do wykrycia i/lub po-
twierdzenia obecnos$ci wybranych konserwantéw w badanych dziewieciu kosmetykach.

Dla wszystkich analizowanych produktéw kosmetycznych (2 szamponodw,
3 plynéw micelarnych i 4 tonikéw) zarejestrowane zostaly widma "H NMR, ktore
przedstawione s3 na Rysunku 6.
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Rysunek 6. Widma 'H NMR wszystkich analizowanych probek w D,O. Numery 1- 9 s3 numera-
mi porzagdkowymi analizowanych produktéw.

Figure 6. '"H NMR spectra in D,O of all analyzed samples no 1-9.
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Przystepujac do analizy widm "H NMR w D,O dla dziewigciu kosmetykéw,
od razu wida¢, iz wzgledem siebie sa one dos¢ zréznicowane. W widmie kaz-
dego produktu mozna wyrézni¢ trzy obszary, w ktorych sygnaty sg stosunko-
wo dobrze rozdzielone i w wigkszosci nieposzerzone. Dwa obszary okreslane
s3 mianem obszaru alifatycznego, czyli obszar w zakresie 0- 2,5 ppm i obszar
3,0- 5,5 ppm. Obszar aromatyczny natomiast znajduje si¢ w zakresie wyzszych
wartosci przesuniecia chemicznego - 6,5 ppm do 9,00 ppm. Powyzej 9,0 ppm nie
zarejestrowano zadnych sygnaléw. Zageszczenie sygnaléw w przypadku kazdej
probki obserwujemy w obszarze alifatycznym widma (0-5ppm), mniejsza ilos¢
sygnatéw wida¢ w obszarze aromatycznym (6 ppm-12 ppm). Taki uklad jest ko-
rzystny dla analizy konserwantéw, gdyz wlasnie w tym (aromatycznym) zakresie
wystepuja sygnaly pochodzace od konserwantow identyfikowanych w badanych
kosmetykach.

W przypadku tonikéw, woda moze stanowi¢ nawet 80-90% skladu. Rejestracja
widm dokonana byla dla probek zliofilizowanych, czyli po usuni¢ciu wody, aby nie
obserwowac szerokiego sygnatu ,,zastaniajgcego” inne sygnaty. Poniewaz pierwot-
nie widma byly rejestrowane w CDCI,, a dopiero po jego odparowaniu ponownie
rozpuszczone, tym razem w D, O, w wielu widmach wida¢ ,,resztkowy” sygnat od
CDCI, przy §=7,26 ppm, ale w zaden sposdéb nie wptywa to na identyfikacje konser-
wantow w probkach kosmetykow.

W widmach dla probek 2, 3 i 4, w zakresie od 6,00 ppm do 9,00ppm, oprocz
sygnatow charakterystycznych dla analizowanych konserwantéw, obserwujemy
sygnaly protonéw pochodzacych najprawdopodobniej od substancji aktywnych
obecnych w dodatkach roélinnych (ekstraktach roslinnych) do kosmetykow,
np. polifenolowych zwigzkéw. Dodatki roslinne przy istniejagcym trendzie ,,powro-
tu do natury” sa w ostatnim czasie bardzo popularne. W zasadzie kazdy kosmetyk
zawiera albo ekstrakt rodlinny, albo mieszanine kilku zwigzkow, rzadziej jedna ak-
tywng substancj¢ w swoim skladzie. Sygnal przy wartosci przesunigcia chemiczne-
go 8=8,10 ppm to warto$¢ dedykowana ukladowi typu ~-CH=CH- typowego pola-
czenia m.in. dla pierscieni aromatycznych.

W obszarze alifatycznym, gdzie obserwujemy zaréwno wigksza ilos¢ sygnatow
pojedynczych, jak i multipletéw, mozemy zidentyfikowac obecnos¢ kwasu cytryno-
wego, czyli bardzo czestego konserwantu kosmetykow i zywnosci. Kwas cytrynowy
o wzorze sumarycznym C H,O, posiada az trzy grupy karboksylowe (-COOH).
Jest on wymieniony w skladzie szeéciu z dziewigciu analizowanych kosmetykow,
a przeprowadzona analiza widm 'H NMR potwierdza jego obecnos¢ w sposob jed-
noznaczny. Mimo braku obecnosci kwasu w prébcee nr 9, zostal zidentyfikowany
w widmie "H NMR. Jest to charakterystyczny sygnal (multiplet typu AB), wystepu-
jacy przy warto$ci przesuniecia chemicznego 6=2,35 ppm.
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Duzg ilo$¢ sygnaléw obserwujemy w zakresie alifatycznym, a dokladnie w ob-
szarze 3-4,5 ppm, ktory jest specyficzny dla protonéw wystepujacych w pochod-
nych cukrowych, czyli polisacharydach. Potwierdza to, ze czgstym dodatkiem do
kosmetykow sa polisacharydy wytwarzane przez fermentujace rosliny, takie jak
Biosaccharide gum.

W pracy zastosowano widma 'H NMR w celu szybkiej i prostej weryfikacji
obecno$ci wybranych zwigzkéw o charakterze konserwujagcym we wskazanych
kosmetykach. Wybrano trzy z nich: W, - metyloparaben (najczesciej stosowany
w przemysle kosmetycznym), W, — alkohol benzylowy i W, — 2-fenoksyetanol. Ze
wzgledu na synergizm dzialania, czgsto w kosmetykach mamy mieszaning tych
zwigzkéw. Aby identyfikacja byla tatwiejsza i aby wyeliminowaé¢ mozliwos¢ na-
ktadania si¢ sygnaléw na siebie, gdy wystepuja w mieszaninie, wykonano widmo
mieszaniny trzech oznaczanych wzorcow. Rysunek 7 prezentuje zestawienie widm
'"H NMR pojedynczych wzorcoéw oraz ich mieszaniny.
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|
b.
[

"Cl BTS B‘D 7,‘5 7,‘0 6: 5 6:0 5‘5 5‘0 4’5 4‘0 3‘5 3,' o 2“5 27‘0 1‘5 le
IHNMR [com]
Rysunek 7. Widma '"H NMR: a. mieszaniny trzech wzorcéw oraz pojedynczych wzorcéw, b. me-

tyloparaben, c. alkohol benzylowy i d. 2-fenoksyetanol.

Figure 7. '"H NMR spectra: a. of the mixture of three standards and single standards, b. methyl-
paraben, c. benzyl alcohol, d. 2-phenoxyethanol.
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Mimo zmieszania trzech zwigzkow o zblizonej budowie, sygnaly sa nadal dobrze
odseparowane i bez wiekszego problemu poprzez poréwnanie z wzorcem mozna
dokonac¢ identyfikacji pojedynczych substancji.

Pelna analiza z wykorzystaniem techniki "H NMR wymagata sporzadzenia od-
powiednich zestawéw widm 'H NMR wybranych prébek z wzorcami odpowied-
nich konserwantow, obecnymi wedtug spisu w produkcie.

Rysunek 8 przedstawia widmo '"H NMR dwoch kosmetykow (1 i 2). Wedlug
opisu na opakowaniu, w preparatach powinny wystepowa¢ dwa konserwanty: me-
tyloparaben (W) i alkohol benzylowy (W,). Analizujac widma 'H NMR, w przy-
padku obu tych prébek i poréwnujgc je z widmami '"H NMR wzorcow W i W,
mozna stwierdzi¢, iz metyloparaben jest obecny w obydwu tych kosmetykach,
o czym $wiadczg charakterystyczne dublety o wartosciach przesuniecia chemiczne-
g0 0 7,96 ppm i § 6,92 ppm. Natomiast nie mozna w sposéb jednoznaczny wyelimi-
nowac ani potwierdzi¢ obecnosci alkoholu benzylowego. W tym przypadku sygnat
pochodzacy od resztkowych ilosci CDCI, (8 = 7,26 ppm) pokrywa si¢ z sygnalem
od aromatycznych protonéw alkoholu. W widmie dla probki nr 2 sygnal ten ma
wyzszg intensywnos$¢, co moze jednak wskazywac na obecnos¢ tej substancji, za$
dla probki nr 1 nie obserwujemy takiej zaleznosci.
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Rysunek 8. Widma 'H NMR: a. prébka nr 1, b. probka nr 2, c. metyloparaben (W), d. alkohol
benzylowy (W).

Figure 8. 'H NMR spectra: a. sample No. 1, b. sample No. 2, c. methylparaben (W), d. benzyl
alcohol (W,).
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W widmie nie ma réwniez innych sygnaléw, np. od protonéw z grupy -CH,-,
swiadczacych o obecnosci alkoholu benzylowego w znaczacej ilosci.

Rysunek 9 prezentuje widmo protonowe probki nr 4 i wzorcow konserwantow
wykazanych w jej sktadzie, czyli alkoholu benzylowego (W) i fenoksyetanolu (W.).
Wynik analizy potwierdza obecnos¢ alkoholu, gdyz obserwujemy charakterystycz-
ne dla niego sygnaly, np. przy 7,4 ppm od protonéw aromatycznych czy 4,7 ppm od
protondw alifatycznych z grupy ~-CH,-. W widmie 'H NMR prébki nr 4 widoczne
sg sygnaly charakterystyczne dla 2-fenoksyetanolu. Sygnaty te odznaczaja sie niska
intensywnoscig, co moze wskazywa¢ na mniejsza ilos¢ 2-fenoksyetanolu w stosun-
ku do alkoholu benzylowego.

L

0 95 90 85 80 75 70 65 60 55 S0 45 40 35 30 25 20 15 10 0S5 O
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Rysunek 9. Widma 'H NMR: a. prébka nr 4, b. alkohol benzylowy (W), c. fenoksyetanol (W,).
Figure 9. 'H NMR spectra: a. sample No. 4, b. benzyl alcohol (W), c. 2-phenoxyethanol (W ).

W prébkach kosmetykéw nr 5 i nr 9 jedynym konserwantem wyszczegélnio-
nym w skladzie jest 2-fenoksyetanol (W,). Na Rysunku 10 przedstawiono widma
tych probek oraz odpowiedniego wzorca (W,). W przypadku obydwu prébek mo-
zemy zaobserwowac sygnaly pochodzace od protonéw aromatycznych w zakresie
7-7,3 ppm. Ponadto, przy 4 ppm widoczne s3 w tych widmach charakterystycz-
ne triplety odpowiadajgce protonom alifatycznym (-O-CH,-CH,-). W zwigzku
z tym, zarowno w kosmetyku nr 5, jak i w kosmetyku nr 9 mozna potwierdzi¢ obec-
nos¢ 2-fenoksyetanolu (W,).
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Rysunek 10. Widma 'H NMR: a. probka nr 5, b. prébka nr 9, c. fenoksyetanol (W,).
Figure 10. 'H NMR spectra: a. sample No. 5, b. sample No. 9, c. phenoxyethanol (W,).

Widma kosmetykow nr 1, 2 i 8, w ktorych skladzie deklarowana jest obecnos¢
metyloparabenu wraz z poréwnawczym widmem tego wzorca (W ), zestawione zo-
staly na Rysunku 11. Obserwowane s3 charakterystyczne dublety o wartosci przesu-
niecia chemicznego 7,96 ppm i 6,92 ppm pochodzace od protonéw aromatycznych
w metyloparabenie. Dodatkowo, potwierdzeniem obecnosci tego konserwantu jest
sygnal przy 3,90 ppm, ktéry pochodzi od alifatycznych protonéw z grupy —-CH..
W zwiazku z tym w kosmetykach nr 1, 2 i 8 mozna potwierdzi¢ obecnos¢ pochod-
nej metylowej parabenow.
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Rysunek 11. Widma 'H NMR: a. probka nr 1, b. prébka nr 2, c. probka nr 8, d. metyloparaben (W)).
Figure 11. '"H NMR spectra: a. sample No. 1, b. sample No. 2, c. sample No. 8, d. methylparaben (W ).

Probki kosmetykow, ktére w swoim sktadzie zawierajg 2-fenoksyetanol to
probki nr: 4, 5, 8 1 9. Zostaly one przedstawione na Rysunku nr 12 wraz z wid-
mem wzorca, czyli 2-fenoksyetanolu. Obecnos$¢ tego konserwantu mozna po-
twierdzi¢ w trzech kosmetykach z czterech analizowanych, a mianowicie dla
prébek nr 5, 81 9.
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Rysunek 12. Widma '"H NMR: a. prébka nr 4, b. probka nr 5, c. probka nr 8, d. prébka nr 9, e.
fenoksyetanol (W3).

Figure 12. '"H NMR spectra: a. sample No. 4, b. sample No. 5, c. sample No. 8, d. sample No. 9, e.
phenoxyethanol (W3).
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Poniewaz nie wszystkie z kosmetykow wybranych do badania zawieraly kon-
serwanty, a ich ilo$¢ rézni si¢ pomiedzy poszczegolnymi produktami, interesujace
bylo sprawdzenie, czy istnieje prosta zalezno$¢ pomiedzy data waznosci tych ko-
smetykdw, a iloscig konserwantow w skladzie (ilo$¢ konserwantéw vs data przy-
datnosci/waznosci). Okazuje sie, ze nie istnieje relacja pomiedzy data waznosci
a iloscig substancji konserwujacych. Nie w kazdej analizowanej prébce ilos¢ réz-
nych konserwantéw wplywa na termin waznosci. Niemniej jednak w prébce nr 6,
w ktorej wedlug producenta nie ma konserwantdw, termin przydatnosci produktu
byl znacznie skrécony. Natomiast w probce nr 8 (zawierajacej fenoksyetanol i az
4 rodzaje roznych parabenéw) termin waznosci jest najdtuzszy ze wszystkich bada-
nych kosmetykéw, mimo ze stezenia poszczegdélnych konserwantéw w tej probcee
sa niewielkie (Rysunek 13).

Termin waznosci vs liczba konserwantow w probce
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Rysunek 13. Zalezno$¢ pomiedzy terminem waznosci a liczbg konserwantéw w probkach.

Figure 13. The relationship between the expiration date and the number of preservatives in the
samples.

Podsumowanie

Spektroskopia magnetycznego rezonansu jadrowego 'H NMR to doskonata meto-
da do szybkiej identyfikacji substancji konserwujacych w ptynnych produktach ko-
smetycznych. Przeprowadzona analiza z wykorzystaniem "H NMR dziewieciu wy-
branych kosmetykow pozwala zadedykowac¢ ten typ widm do szybkiej weryfikacji
produktéw kosmetycznych pod katem konserwantéw (np. benchtop). Zestawienie
widm '"H NMR analizowanych probek z widmami wzorcéw stanowi odpowiednie
podloze do oznaczenia lub wykluczenia obecnosci danego zwigzku (konserwantu)
w probee. Dodatkowo wskazuje ewentualne zanieczyszczenia i obecno$¢ innych
substancji niz konserwanty. 'H NMR jest tez mozliwe w zastosowaniu ilo$ciowym.
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Oznaczanie skladu i weryfikacja sktadu podanego przez producenta wszelkich produk-
tow w tym tez produktow kosmetycznych jest niezwykle istotna i potrzebna. Wskazuje
na to fakt, ze analiza tylko dziewieciu kosmetykéw pozwolita wyodrebni¢ te produk-
ty, ktorych skfad faktyczny jest rézny od deklarowanego przez producenta. Niektore
zwiazki wymienione w skladzie nie wystepuja w produkcie lub znajduja sie w nieozna-
czalnym stezeniu, a inne, mimo, Ze nie s3 deklarowane, moga zosta¢ wykryte.
Wiadomo tez, ze na date waznosci (przydatnosci) ma wptyw nie tylko ilos¢ roz-
nych konserwantow w kosmetykach, ale takze ich stezenie w probkach oraz obec-
nos$¢ innych sktadnikéw aktywnych, np. zwiazkéw polifenolowych czy witamin.
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Synergistyczne i antagonistyczne dziatanie przeciwutleniajace
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Streszczenie

Witaminy, zwiazki fenolowe i karotenoidy sg najczesciej wystepujacymi w owocach
i warzywach naturalnymi substancjami antyoksydacyjnymi. Przeciwutleniacze
chronig komorki przed oksydacyjnym uszkodzeniem przez reaktywne formy tle-
nu i inne rodniki. Pomiedzy tymi skladnikami moga zachodzi¢ interakcje zaréwno
wzmacniajace efekt antyoksydacyjny, jaki i go oslabiajacy. Przykladami tych inte-
rakcji sg: synergizm, charakteryzujacy si¢ tym, ze efekty wywolywane przez sklad-
niki w mieszaninie s wyzsze, a antagonizm, gdy efekty s3 nizsze, niz wynikatoby
to z sumy dzialania poszczegdlnych sktadnikow stosowanych oddzielnie. Jesli po-
miedzy poszczegélnymi badanymi substancjami interakcje nie zachodza, a wartos¢
oczekiwana i obserwowana nie roznia si¢ istotnie od siebie, mozemy zaobserwo-
wac efekt addytywny. Ze wzgledu na zwigkszajace si¢ zainteresowanie naturalnymi
antyoksydantami, s3 one szeroko stosowane w suplementach diety oraz kosmety-
kach. Dzigki wiedzy na temat mozliwych interakcji mozna tworzy¢ produkty han-
dlowe o lepszych wlasciwosciach przeciwutleniajacych, jednoczesnie optymalizujac
proces ich powstawania. W publikacji przedstawiono wyniki badan interakcji po-
miedzy kwasem askorbinowym a wybranymi kwasami fenolowymi, flawonoidami
i kumarynami. Wlasciwosci antyoksydacyjne oznaczono metodami FRAP, ABTS,
Folina-Ciocalteu’a oraz DPPH. Na podstawie pomiaréw okreslono dzialania anta-
gonistyczne, synergistyczne lub addytywne mieszanin w poréwnaniu do czystych
zwigzkow.
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