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ABSTRACT

The safety and quality of each cosmetic product is tested before it is introduced
to the market. There are highly regulated requirements that producers should comply
with. However, as the cosmetic products are highly complexed mixture of different
ingredients, detailed characterization of their composition remains still a challenge.
Currently, due to the development of modern technologies, a wide range of analytical
methods are available. Scientists are increasingly adapting highly sophisticated and
advanced techniques to precisely identify and quantify the components of cosmetic
products. The aim of this article is to present the analytical methods applied to
examine cosmetics taking into account their advantages and limitations. The progress
made in recent years in the design of novel instruments leading to their greater
efficiency, selectivity and sensitivity was also considered. The techniques that are
commonly used in the quality control laboratories of cosmetic companies were
presented. Cosmetics analysis is not only limited to the characterization of product
itself. Today, in vivo tests are very essential to determine the efficacy of formulations
directly on the skin surface. Therefore, in this article modern devices dedicated to
theses analyses were described in detail.

Keywords: cosmetic products, chromatography, mass spectrometry, application tests,
stability studies

Stowa kluczowe: produkty kosmetyczne, chromatografia, spektrometria mas, testy
aplikacyjne, badania stabilno$ci
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WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

AED — detektor emisji atomowej

ATR — metoda ostabionego catkowitego odbicia
DAD — detektor z matrycg diodowa

DESI — desorpcja z jonizacja przez elektrorozpylanie
DRS — spektroskopia rozproszonego odbicia
EESI — ekstrakcyjna jonizacja przez rozpylanie w polu elektrycznym
El — jonizacja strumieniem elektronow

ESI — jonizacja przez elektrorozpylanie

FID — detektor ptomieniowo-jonizacyjny

GC — chromatografia gazowa

HPLC — wysokosprawna chromatografia cieczowa
ITA — indywidualny kat typologiczny

LC — chromatografia cieczowa

LED — dioda elektroluminescencyjna

LOD — granica wykrywalnosci

MA — ekstrakcja wspomagana promieniowaniem mikrofalowym
MALDI — desorpcja laserowa wspomagana matryca
MLS — wielokrotne rozpraszanie §wiatta

MS — spektrometria mas

MSI — obrazowanie za pomocg spektrometrii mas
R — wspotczynnik korelacji

R? — wspotczynnik determinacji

RSD — wzgledne odchylenie standardowe

PAS — spektroskopia fotoakustyczna

S.C. — stratum corneum

SPME — mikroekstrakcja do fazy statej

TEWL — transepidermalna utrata wody

TLC — chromatografia cienkowarstwowa

TS — spektroskopia transmisyjna

TSI — wspoélczynnik stabilno$ci Turbiscan

UAE — ekstrakcja wspomagana ultradzwigkami

UPLC — ultrasprawna chromatografia cieczowa
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WPROWADZENIE

Dynamiczny rozw6j produktéw kosmetycznych idzie w parze z rozwojem technik
analitycznych, ktore charakteryzuja si¢ obecnie duza czuloscia, szybkoscia
i niezawodno$cia. Maja one na celu przede wszystkim zagwarantowanie bezpieczenstwa
produktu i zgodnosci z biezacymi przepisami prawnymi, ale takze okreslenie czy
receptura kosmetyku jest odpowiednio skomponowana i zgodna z zalozeniami
producenta oraz czy nie posiada substancji negatywnie wptywajacych na skore
konsumenta. Preparaty kosmetyczne mozna podzieli¢ na kilka grup - produkty do
pielegnacji skory, ust, wlosow, z¢bow, higieny intymnej; perfumy; kosmetyki kolorowe
oraz produkty do ochrony przeciwstonecznej. W przypadku analizy kosmetykoéw nalezy
wzia¢ pod uwagg kilka aspektow. Probki preparatdéw kosmetycznych to mieszaniny wielu
sktadnikéw. Podczas kontroli jakosci jednoczesnie analizuje si¢ kilka komponentow,
dlatego w tym celu nalezy wykorzysta¢ zaawansowane metody analityczne. Ponadto,
w przemysle badania przeprowadza si¢ na duzej iloSci probek z réznych partii
produkcyjnych, stad tez proces powinien by¢ jak najbardziej zautomatyzowany,
stosunkowo prosty, odtwarzalny oraz ekonomiczny pod wzgledem zuzycia odczynnikow
chemicznych. Kosmetyk przed wprowadzeniem na rynek musi spetnia¢ wymogi
Rozporzadzenia Parlamentu Europejskiego i Rady (WE) nr 1223/2009 z dnia
30. listopada 2009 r. Jednoczesnie obowigzujacym polskim aktem prawnym jest Ustawa
o produktach kosmetycznych z 4. pazdziernika 2018 r. Produkt kosmetyczny musi zosta¢
poddany badaniom mikrobiologicznym, fizykochemicznym oraz ocenie bezpieczenstwa.
Przeprowadza si¢ nastepujace analizy: (1) ocen¢ organoleptyczng majaca na celu
okreslenie zapachu, barwy, stan skupienia produktu; (2) pomiar pH, aby oznaczy¢ odczyn
kwasowy badz zasadowy preparatu; (3) testy stabilnosci w réznych temperaturach, aby
wykazaé, ze produkt nie bedzie zmienial wiasciwosci podczas przechowywania; (4)
lepkosci, aby kontrolowa¢ reologi¢ produktu; (5) gestosci; (6) testy kompatybilnosci
produktu z opakowaniem.

W zwiagzku z nieustannym rozwojem metod analitycznych, naukowcy coraz czgsciej
adaptuja je do oznaczania sktadnikéw w preparatach kosmetycznych. Ich udziat
procentowy w analizie kosmetykow zaprezentowano na rys. 1.

= chromatografia/elektroforeza

= spektroskopia molekularna
metody elektrochemiczne
spektrometria atomowa

" inne

Rysunek 1.  Udziat procentowy metod analitycznych wykorzystywanych do analizy preparatow
kosmetycznych [1]
Figure 1. Percentage of analytical methods applied to analyze cosmetic formulations [1]
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Bardziej szczegdtowy wykaz technik wykorzystywanych do analizy substancji lotnych
i barwiagcych zawartych w preparatach kosmetycznych przedstawiono na rysunku 2.

Probka kosmetyku

Przygotowanie
probki |
_MIII_‘ Substancje lotne Techniki spektroskopowe
chromatograficzne h i barwiace | i spektrometryczne
3§ L 4 : 2
*Chromatografia gazowa sprzezona + Chromatografia Zwiazki organiczne Zwiazki nieorganiczne
ze spektrometria mas (GC-MS) cienkowarstwowa (TLC) . 4 L 2
+Chromatografia cieczowa »Chromatografia gazowa (GC) «Spektrofotometria «Absorpeyjna
sprzgzona ze spektrometria mas . Chromatografia cieczowa (LC) UV-Vis spektrometria atomowa
(LC-M5) +Spektroskopia +Fluorescencyjna

w podczerwieni spektrometria

+Spektroskopia rentgenowska
Ramana «Optyczna spektrometria

+ Spektrometria mas emisyjna

Rysunek 2. Techniki stosowane do analizy preparatow kosmetycznych [2]
Figure 2. Techniques applied in analysis of cosmetic products [2]

W dostepnych doniesieniach naukowych mozna znalez¢ informacje na temat oznaczania
réznych klas substancji, ktore zaprezentowano na rys. 3.

skiadniki
oznaczane

w
kosmetykach

Rysunek 3. Grupy substancji kosmetycznych oznaczane za pomoca metod analitycznych
Figure 3. Groups of cosmetic substances determined by analytical methods

Nalezy réwniez podkresli¢, ze w ostatnich latach ze wzgledu na trend powrotu do natury
coraz czesciej sktadnikami preparatow kosmetycznych sa ekstrakty i wyciagi roslinne,
ktorych standaryzacja i analiza stanowi duze wyzwanie.

Celem niniejszego  artykulu  jest omodwienie metod  analitycznych
wykorzystywanych do badania preparatoéw kosmetycznych z uwzglgdnieniem ich zalet
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i ograniczen oraz postgpu jaki poczyniono w ostatnich latach w projektowaniu
odpowiednich aparatow/urzadzen prowadzac do ich wigkszej skutecznosci,
selektywno$ci oraz czulosci. Zaprezentowano przede wszystkim techniki, ktore
powszechnie sg stosowane w laboratoriach kontroli jakosci firm kosmetycznych.
Zwrdcono roéwniez uwage na koniecznos¢ okreslania skutecznosci dzialania preparatow
kosmetycznych w testach in vivo z udzialem ochotnikow.

1. TECHNIKI CHROMATOGRAFICZNE

Techniki chromatograficzne sa obecnie szeroko stosowane w analizie produktow
kosmetycznych, farmaceutycznych, spozywczych, jak réwniez probek srodowiskowych
i biologicznych. Pozwalajg one na jednoczesny rozdziat oraz ilosciowe oznaczenie sktadu
ztozonych mieszanin substancji organicznych o podobnych wlasciwosciach
fizykochemicznych. Rozdzielane skladniki w roéznym stopniu ulegaja podziatowi
pomiedzy dwie fazy, z ktérych jedna jest faza ruchoma (mobilng), a druga stanowi
wypehienie kolumny chromatograficznej i jest nazywana faza nieruchoma (stacjonarng)
uktadu chromatograficznego. Jesli fazg¢ ruchoma stanowi ciecz, mamy do czynienia
z chromatografig cieczows, z kolei w przypadku, gdy faza ruchoma jest w stanie
gazowym, moéwimy o chromatografii gazowej. Faza stacjonarng moze by¢ zarowno ciato
state, jak rowniez ciecz na nosniku lub zel [3].

1.1. CHROMATOGRAFIA CIECZOWA

Chromatografia cieczowa (ang. liquid chromatography, LC) moze by¢
wykorzystywana zardwno jako technika analityczna, jak rowniez metoda wydzielania
okreslonej substancji chemicznej z wielosktadnikowej mieszaniny. W poczatkowych
stadiach rozwoju detekcja, analityka oraz preparatyka z udziatem chromatografii
cieczowej, byta oparta na zastosowaniu szklanej kolumny wypekionej odpowiednio
dobranym sorbentem 1 zbieraniu frakcji eluatu, ktore nastgpnie analizowano
spektrofotometrycznie lub refraktometrycznie [4,5]. Niestety bardzo czgsto wigzalo si¢
to z konieczno$cig uzycia do analizy catej iloSci wydzielonej substancji charakteryzujacej
si¢ niska zawarto$cia w mieszaninie. Wynik analizy byt tym bardziej rzetelny, im lepsze
uzyskano rozdzielenie od sktadnikéw towarzyszacych. Warto zaznaczy¢, ze na tym etapie
rozgraniczenie pomi¢dzy chromatografia cieczowa jako technika analityczng a metoda
stosowang do otrzymywania czystych substancji chemicznych nie byto wyrazne. Dopiero
wprowadzenie detektoréw przeptywowych, rejestratorow, a w poOzniejszym czasie
rowniez komputerow, przyniosto przetom w rozdziale tych dwoch odmiennych obszarow
zastosowan chromatografii cieczowej. W przypadku wykorzystania chromatografii
cieczowej do celow analitycznych, wazne jest uzyskanie rozdzielenia pozadanych
substancji chemicznych z mieszaniny wielosktadnikowej w mozliwie jak najkrotszym
czasie z rozdzielczo$ciag R réwng okoto 1. Juz w latach 70° XX wieku rozpoczeto dgzenia
do zminimalizowania skali procesu 1 oszczgdnos$ci zuzycia drogich sktadnikow eluentow



614 A. OLEJNIK, J. GORNOWICZ-POROWSKA, J. GOSCIANSKA

poprzez stosowanie kolumn o coraz mniejszych $rednicach. Jednakze gwaltowny rozwoj
nastapit w latach 90°, w ktorych zanotowano najwigkszy postep w technologii
wytwarzania kapilar kwarcowych stanowigcych material na mikrokolumny. W analizach
chromatograficznych stosuje si¢ niewielkie objetosci dozowanej probki w celu obnizenia
tzw. rozmycia poza-kolumnowego. Jest to rowniez mozliwe dzigki wysokiej czulosci
wspolczesnych detektorow. Z kolei, w przypadku chromatografii cieczowej stosowane;j
do efektywnego rozdzielania wieloskladnikowych mieszanin, aby uzyskaé czyste
substancje chemiczne do mikrosyntez, bardzo czg¢sto wykorzystuje si¢ kolumny o duzych
$rednicach oraz wysokie natezenie przeptywu eluentu [6]. W skali procesowej mozna
otrzymac interesujace substancje w iloéci nawet do kilkudziesigciu kilogramow na dobeg.
Obecnie, w nowoczesnym przemyS$le farmaceutycznym i coraz czeSciej réwniez
kosmetycznym, zaklady dysponuja halami produkcyjnymi wyposazonymi wylacznie
w kolumny chromatograficzne i ich oprzyrzadowanie takie jak: pompy eluentéw, pompy
dozujace wsad, kolektory frakcji, membranowe wymienniki masy czy urzadzenia do
izolacji substancji w postaci krystalicznej z frakcji eluatu [4,5].

Nalezy zaznaczy¢, ze chromatografia cieczowa jest technika pozwalajaca na tatwe
przeprowadzenie zarowno analiz jakoSciowych, jak i ilo§ciowych sktadnikow preparatow
kosmetycznych w relatywnie krotkim czasie. Zapewnia wysoka odtwarzalno$¢
otrzymywanych wynikéow 1 wykorzystanie roznych typoéw detekcji. Mozliwe jest
wielokrotne stosowane kolumn chromatograficznych do efektywnego rozdziatu
sktadnikéw ztozonych mieszanin bez koniecznosci ich regeneracji. W zwigzku z tym
wickszo$¢ firm kosmetycznych jest wyposazonych w nowoczesne chromatografy
cieczowe, ktore dzigki nowym rozwigzaniom, skracajacym czas analizy oraz
zwickszajacym zdolnos$¢ rozdzielcza przezywaja swoj renesans.

Chromatografia cieczowa w odwrdconym uktadzie faz jest wykorzystywana do
analizy zwigzkoéw zapachowych, ktérych nie mozna oznaczy¢ za pomoca chromatografii
gazowe] ze wzgledu na ich niskg lotno$¢ i/lub termostabilno$¢ [7]. W opracowanych
metodach zazwyczaj stosuje si¢ kolumny typu C18 (wypetnione zelem krzemionkowym
zwigzanym z niepolarnym tancuchem oktadecylowym) o réznych $rednicach, dtugosci,
granulacji oraz wielkoSci porow. Ze wzgledu na zlozony sktad formulacji
kosmetycznych, rozdzielenie poszczegdlnych sktadnikéw wymaga uzycia faz ruchomych
stanowigcych mieszaniny wody 1 innych rozpuszczalnikow organicznych np.
acetonitrylu, kwasu octowego, kwasu mrowkowego czy tez metanolu [8—11]. Do detekcji
zwiazkow zapachowych najczgsciej stosowane sa detektory spektrofotometryczne
z matryca diodowa (ang. Diode Array Detector, DAD) [8,10,12], detektory
fluorescencyjne [9] oraz detektory mas (MS) [11,13,14]. Przyktadowo, 24 zwiazki
zapachowe (z wyltaczeniem ekstraktow naturalnych), charakteryzujace si¢ rdzna
polarnoscia, takie jak: alkohol amylocynamonowy, alkohol anizylowy, alkohol
benzylowy, alkohol cynamylowy, citronellol, farnezol, geraniol, linalol, cytral, alfa-
izometylojonon, Lyral®, Lilial®, benzoesan benzylu, cynamonian benzylu, salicylan
benzylu, kumaryna, we¢glan metyloheptyny, limonen, eugenol, izoeugenol, heksylocyna-
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mon, aldehyd cynamonowy, aldehyd heksylocynamonowy, hydroksycytronellal,
poddano jednoczesnie analizie jakosciowej i ilo§ciowej za pomoca chromatografii
cieczcowej w odwroconym ukladzie faz z zastosowaniem elucji gradientowej
(acetonitryl/woda) i detekcji spektrofotometrycznej przy dtugosci fali 210, 254 1 280 nm.
Wszystkie anality zostaty skutecznie rozdzielone w ciggu 40 minut na kolumnie C18 przy
szybkosci przeptywu fazy ruchomej w zakresie 0,7 do 1,0 mL/min. Opracowana metodg
oznaczania zastosowano z powodzeniem do wykrywania potencjalnych alergenow
w czterech dostgpnych na rynku produktach zapachowych: mieszance olejkow
eterycznych odstraszajacych owady do stosowania miejscowego, ,,naturalnym” olejku do
masazu zawierajacym olejki eteryczne, uniwersalnym kremie nawilZzajagcym oraz
odzywce do wlosow [10].

Chromatografia cieczowa jest rowniez wykorzystywana do oznaczen parabenow
oraz innych zwigzkéw antybakteryjnych dodawanych do produktéw kosmetycznych,
spozywczych i farmaceutycznych w celu ich konserwacji. Zainteresowanie rozwojem
metod ich oznaczania w kosmetykach sigga lat 60’ XX wieku, ale dopiero w latach 80’
temat ten zaczal pojawiaé si¢ coraz czgsciej w literaturze. Analizy tych zwigzkow
przeprowadzane s za pomocg chromatografii cieczowej z detekcja spektrofotometryczna
przy dlugosci fali 254 nm, a takze z wykorzystaniem chromatografii cienkowarstwowej
z detekcja fluorescencyjng czy strefowej elektroforezy kapilarnej [15]. W metodach
opartych na HPLC stosuje si¢ zazwyczaj kolumny C18, z kolei fazy ruchome stanowia
mieszaniny roztworéw buforowych z odpowiednimi polarnymi rozpuszczalnikami
organicznymi. Dotychczas oznaczono w ten sposob 4-hydroksybenzoesan metylu, etylu,
propylu, butylu i benzylu (nalezace do parabendw) oraz inne konserwanty takie jak: 2-
fenoksyetanol i 1-fenoksypropan-2-ol w szamponach i mleczkach do ciata [16]. Faza
ruchoma byla mieszanina woda: acetonitryl: metanol: tetrahydrofuran (60:25:10:5),
dostarczana z szybkos$cia przeptywu 1,5 ml/min. Za pomocg micelarnej chromatografii
cieczowej analizowano kwas benzoesowy, kwas p-hydroksybenzoesowy oraz estry
metylowe, etylowe, propylowe, izopropylowe i Dbutylowe kwasu p-
hydroksybenzoesowego w probkach szamponéw, mydet w plynie do rak, kremach oraz
piankach do kapieli. Po rozcienczeniu probek kosmetycznych w n-propanolu
wstrzykiwano je bezposrednio do kolumny i wymywano 2% roztworem S$rodka
powierzchniowo-czynnego Brij-35, ktorego pH obnizono do 3,0 za pomoca mieszaniny
kwasu ortofosforowego(V) i propanolu (80: 30). Liniowa krzywa kalibracyjna uzyskano
w zakresie 50-500 pg mL! dla kwasu benzoesowego i 5-150 ug mL™! dla pozostatych
sktadnikow. Granice wykrywalno$ci mieécity si¢ w zakresie 25-250 ng mL™' [17].
Youngvises i wsp. [18] wykorzystali metod¢ chromatografii cieczowej zgodnej
z zasadami zielonej chemii do oznaczenia metyloparabenu, etyloparabenu,
propyloparabenu oraz butyloparabenu w probkach kosmetycznych w formie kremow,
lotiondw, szampondéw, odzywek oraz mydet w plynie. Koncepcja ta zaklada
minimalizacj¢ zuzycia odczynnikoéw i wytwarzania odpadow oraz wymiang toksycznych
odczynnikéw na mniej szkodliwe substancje. Ponadto w ramach zasad zielonej chemii
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nalezy wydajnie wykorzystywa¢ energi¢ i w miar¢ mozliwosci prowadzi¢ procesy
w temperaturze i ci$nieniu otoczenia. Do analizy parabenéw Youngvises i wsp. [18]
zastosowali krotka przedkolumne C18 w potaczeniu z bardziej przyjazna dla srodowiska
micelarng faza ruchoma zawierajaca dodecylosiarczan sodu. Liniowe krzywe
kalibracyjne dla poszczegdlnych parabenéw otrzymano w zakresie 1-100 umol L' przy
R2> 0,9990. Precyzyjne rozdzielenie skladnikéw osiggnieto w ciggu 7 min., z uzyciem
fazy ruchomej o niskiej zawarto$ci rozpuszczalnika organicznego (0,5% n-pentanolu),
a granica wykrywalnosci wynosita 0,04-0,10 umol L', Zastosowany uktad analityczny
jest nie tylko bardziej ekologiczny, ale takze szybszy i wykorzystuje tatwiejsze
przygotowanie probki niz w przypadku konwencjonalnej chromatografii cieczowe;.
Pozwala réwniez na separacj¢ mieszanin innych zwiazkéw organicznych np. srodkow
miejscowo znieczulajacych i przeciwhistaminowych oraz lekow na przezigbienie.

Do oznaczania parabendéw i innych konserwantéw w produktach kosmetycznych
zastosowano rowniez ultrasprawng chromatografi¢ cieczowa (ang. Ultra-Performance
Liquid Chromatography, UPLC) z detekcja UV [19-22]. Do rozdziatu poszczegdlnych
sktadnikow zazwyczaj wykorzystuje si¢ krotkie kolumny C18 o wielkoséci czastek
w zakresie 1-2 um. Efektywna separacje mozna osiagna¢ w bardzo krotkim czasie: 5
minut jesli tylko analizowane sg parabeny i mniej niz 9 minut w przypadku oznaczania
parabenéw wraz z innymi $rodkami konserwujacymi [20]. Warto zaznaczy¢, ze
w metodzie tej wymagane sg mniejsze objetosci fazy ruchomej niz w przypadku
konwencjonalnej chromatografii cieczowej, dzigki czemu minimalizuje si¢ generowanie
odpadéw — zuzytych rozpuszczalnikow organicznych. Jednakze UPLC wymaga
stosowania wyzszych ci$nien prowadzac do wzrostu kosztow analizy [15].

Oznaczanie metyloparabenu, etyloparabenu, propyloparabenu oraz
benzyloparabenu w kosmetykach zmywalnych przeprowadzono réwniez za pomoca
HPLC sprzezonej z detektorem chemiluminescencyjnym. Procedura opierata si¢ na
wzmocnieniu chemiluminescencyjnym uktadu cer(IV)-rodamina 6G przez parabeny
w $§rodowisku kwasu siarkowego(VI). Skuteczne rozdzielenie poszczegdlnych
parabenow uzyskano poprzez elucj¢ izokratyczng z wykorzystaniem mieszaniny
metanolu z wodg 60: 40 w ciagu 8,5 min [23].

Wysokosprawna chromatografia cieczowa z detekcja amperometryczng przy uzyciu
elektrody diamentowej domieszkowanej borem (BDD) moze by¢ z powodzeniem
stosowana do analizy metyloparabenu, etyloparabenu oraz propyloparabenu w probkach
szampondow. W trakcie pomiarow do elektrody przytozono kolejno potencjaty +1,2 V, -
0,5 Vi-2,0 V, co prowadzito do utlenienia parabenéw. Metoda oznaczania zostala
zoptymalizowana oraz zwalidowana. Wykazatla odpowiednig liniowo$¢ (>0,999)
w zakresie 0,0125-0,500% (w/w), wykrywalnos¢ 0,01% (w/w), precyzje (RSD 2,3—
9,8%) 1 doktadnos¢ (93,1-104,4%). Glowna wada elektrody BDD jest mozliwo$é¢
pasywacji powierzchni, w zwiazku z tym konieczne jest stosowanie wzorca
wewnetrznego - 4-hydroksybenzoesanu benzylu. Metoda ta rdwniez wymaga
oczyszczania probki, a rozdziat musi by¢ prowadzony w warunkach izokratycznych [24].
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Stabilno$¢ substancji aktywnych bedacych sktadnikami produktéw kosmetycznych
warunkuje efektywnosc¢ ich dziatania. Jedng z najczgéciej stosowanych technik, w celu
oznaczania jakosciowego oraz iloSciowego substancji aktywnych formulacji
kosmetycznych jest rowniez wysokosprawna chromatografia cieczowa z detekcja
spektrofotometryczng. W przypadku oznaczania zwigzkow depigmentujacych takich jak:
arbutyna, kwas kojowy, niacynamid, glukozyd askorbylu, hydrochinon, kwas glikolowy,
kwas askorbinowy w kremach wybielajacych i rozjasniajacych skérg zazwyczaj stosuje
si¢ kolumny typu C18 [25,26], rzadziej wypelnione zelem krzemionkowym zwigzanym
z grupami pentafluorofenylowymi [27-29]. Jako fazy ruchome wykorzystuje si¢
mieszaniny buforéw fosforanowych z metanolem lub wody z metanolem [27,29].
Technika HPLC stosowana jest rowniez do rozdzielania réznych skladnikéw
pochodzenia roslinnego (np. katechin, aloiny, kwercetyny), ktéore dodawane sg do
preparatow kosmetycznych po wcze$niejszej ekstrakceji w uktadzie ciecz—cialo state lub
maceracji [30,31]. Nalezy doda¢, ze do rozdzialu zwigzkéw naturalnych stosowanych w
kosmetykach mozna réwniez wykorzysta¢ chromatografi¢ kolumnowsg. Polega ona na
umieszczeniu w kolumnie specjalnie dobranej fazy rozdzielczej, przez ktora przepuszcza
si¢ roztwor zawierajagcy analizowang mieszaning. Badany roztwor moze przeptywac
przez kolumng grawitacyjne lub wykorzystaé mozna réwniez réznic¢ ci§nien na wejsciu
i wyjsciu z kolumny. Chromatografia kolumnowa jest najskuteczniejsza technika
stosowang do rozdzialu ekstraktow roslinnych [32].

1.2. CHROMATOGRAFIA GAZOWA

Chromatografia gazowa (ang. gas chromatography, GC) stosowana jest
w przemysle kosmetycznym przede wszystkim do szybkiej analizy jakoSciowej
i ilosciowej roéznego typu formulacji kosmetycznych. Wykorzystuje si¢ ja m.in. do
okreslania sktadu surowcéw, kompozycji zapachowych wyrobéw perfumeryjnych oraz
olejkéw eterycznych, identyfikacji zanieczyszczen wystepujacych w produktach
kosmetycznych stanowigcych pozostatosci rozpuszczalnikéw oraz oznaczania substancji
aktywnych bedacych sktadnikami preparatdow nieoryginalnych/zamiennych celem
wykrycia zafalszowan kosmetykow markowych.

Rozdziat sktadnikéw mieszaniny jednorodnej w chromatografii gazowej polega na
przenoszeniu analitow w postaci pary za pomoca gazu nosnego stanowigcego faze
ruchomg przez odpowiednio dobrang kolumne wypetiong fazg stacjonarng. Biorac pod
uwage rodzaj stosowanej fazy stacjonarnej rozréznia si¢ chromatografic w uktadzie
gaz—ciato stale zwang chromatografia adsorpcyjng, w ktorej faza nieruchomg jest
adsorbent oraz chromatografi¢ w uktadzie gaz—ciecz (podzialowa) gdzie faza nieruchoma
jest ciecz naniesiona na no$nik. Zatem podstawa tych metod jest zjawisko odmiennego
oddziatywania substancji obecnych w fazie ruchomej z faza stacjonarng. Wykazano, ze
sktadniki o wigkszym powinowactwie do fazy nieruchomej przechodza wolniej przez
kolumne¢ niz substancje charakteryzujace si¢ wigkszym powinowactwem do fazy
ruchome;.
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W dzisiejszych czasach, znaczacy postgp w rozwoju chromatografii gazowej
zwigzany jest przede wszystkim ze wzrostem szybko$ci analizy, a co za tym idzie
skroceniem jej czasu z kilkudziesigciu do kilku minut, a w niektorych przypadkach nawet
do kilku sekund, miniaturyzacja aparatury, wprowadzeniem dwuwymiarowej
chromatografii gazowej (GC x GC) sprze¢zonej ze spektrometria mas pokonujacej
wigkszo§¢ ograniczen konwencjonalnej chromatografii gazowej zwigzanych
z rozdzielaniem ztozonych mieszanin, wykorzystaniem chiralnej selektywnosci
pochodnych cyklodekstryn stanowiagcych faze stacjonarng w enancjoselektywnej
metodzie GC pozwalajacej na rozdziat enancjomeréw z lotnych mieszanin racemicznych.

Bardzo wazng kwestig jaka nalezy wzia¢ pod uwage w przypadku analizy
sktadnikéw preparatow kosmetycznych za pomoca chromatografii gazowej jest
przygotowanie probki. Zastosowanie tej techniki wymaga wprowadzenia do uktadu tylko
analitow, ktore po zadozowaniu tatwo przechodza w stan gazowy i w takiej formie sa
rozdzielane na odpowiednio dobranej kolumnie chromatograficzne;.

Perfumy, olejki eteryczne oraz inne probki ciekle zazwyczaj sa nastrzykiwane
bezposrednio lub po uprzednim rozcienczeniu rozpuszczalnikami organicznymi (np.
metanolem, etanolem, acetonem, acetonitrylem) przez dozownik z dzieleniem strumienia
gazu na kolumng. Takie rozwigzanie pozwala unikngé przetadowania kolumny probkami
z wigkszym stezeniem analitdw, poniewaz tylko mata ich czg$¢ jest wprowadzana do
kolumny. Dozowniki z dzieleniem strumienia gazu cechujg si¢ duza sprawnoscig i sa
idealne dla kolumn chromatograficznych o matych srednicach.

Analiza probek statych takich jak: kremy, balsamy, podktady, pomadki, pasty do
zgbow jest znacznie bardziej skomplikowana ze wzglgdu na fakt, ze substancje lotne
w nich zawarte nalezy w pierwszej kolejnosci wyekstrahowac i zatezy¢, w przeciwnym
razie moze doj$¢ do zanieczyszczenia uktadu chromatograficznego.

Ekstrakcja rozpuszczalnikowa jest powszechnie stosowana do wydzielania
substancji aktywnych lub zapachowych z preparatow kosmetycznych [7]. Rastogi [33]
wykorzystat tg metode do wyekstrahowania substancji zapachowych z mydta w kostce
przy uzyciu octanu etylu. Wydajnos¢ ekstrakcji wynosita okoto 80—100% dla wigkszosci
substancji. Wyjatek stanowily cytral, aldehyd cynamonowy oraz dihydrokumaryna.
Z kolei, Reiner i wsp. [34] zastosowali prostg ekstrakcje rozpuszczalnikowa do
wyodrebnienia pizm policyklicznych, w tym galaksolidu i tonalidu z perfum, balsamow
do ciala oraz dezodorantéw za pomoca heksanu. Obecnie opracowuje si¢ szybsze
i bardziej ekologiczne metody ekstrakcji w pordwnaniu z metodami konwencjonalnymi.
Dazy si¢ do pelnej automatyzacji, miniaturyzacji, a jednocze$nie obnizenia objetosci
zuzywanych rozpuszczalnikow organicznych. Bardzo czgsto ekstrakcja w uktadzie ciato
state—ciecz jest wspomagana ultradzwickami (ang. ultrasound—assisted extraction, UAE)
lub promieniowaniem mikrofalowym (ang. microwave—assisted extraction, MAE), co
czyni ja znacznie bardziej skuteczng. W przypadku mikroekstrakcji do fazy statej (ang.
solid phase microextraction, SPME) wykorzystuje si¢ widokno o grubosci kilkudziesigciu
mikrometrow pokryte odpowiednim sorbentem, na ktéorym adsorbuja si¢ substancje lotne
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uwalnianie z probki. Proces ten moze zachodzi¢ z fazy cieklej poprzez zanurzenie widkna
przez okreslony czas w roztworze probki (ang. direct immersion, DI-SPME) lub
pobieranie probki z fazy nadpowierzchniowej (ang. headspace, HS-SPME). Kluczowy
jest dobdr czynnika ekstrakcyjnego stosowanego do pokrycia widkna urzadzenia do
SPME, poniewaz wplywa on znaczaco na wydajnos¢ i selektywnos¢ ekstrakcji analitu.
Obecnie wprowadza si¢ nowe klasy sorbentéw polimerowych wykorzystywanych do
pokrycia wtdkna, ktore charakteryzuja si¢ rozwinicta powierzchnia wewnetrzna,
wysokim powinowactwem do analitow, niska ceng, duza odpornoscia termiczna
i chemiczng, a takze szerokimi mozliwo$ciami modyfikacji struktury wewngtrznej lub
powierzchni. Widkno urzadzenia do SPME pokryte polianiling, polipirolem i poli(styreno
sulfonianem) sodu zostato zastosowane do oznaczania metyloparabenu, etyloparabenu
oraz propyloparabenu w nawilzajacych tonikach do twarzy metoda chromatografii
gazowej. Zbadano parametry wplywajace na ekstrakcje analitow, takie jak: czas
ekstrakcji, dodatek soli NaCl, temperatura i czas desorpcji. Zoptymalizowang ekstrakcje
prowadzono w temperaturze pokojowej przez 30 min. w obecnosci 0,4 g mL™' NaCl
w roztworze probki, a desorpcj¢ analitéw w temperaturze 280°C przez 15 min. [35].

Metoda chromatografii gazowej jest najczgsciej stosowana do analizy zwigzkow
zapachowych ze wzgledu na ich niskie temperatury wrzenia. Po odpowiednim
przygotowaniu probki, za pomocg odpowiednich dozownikéw wprowadza si¢ ja
W strumien gazu nos$nego, ktory nastgpnie przenosi ja do kolumny. Obecnie najczesciej
stosuje si¢ dozowniki z dzieleniem strumienia gazu (ang. splif), bez dzielenia gazu (ang.
splitless) oraz dozujace bezposrednio na kolumne [36-38]. Dziatanie dwoch pierwszych
dozownikow polega na odparowaniu probki, ktora zostaje wprowadzona przez specjalng
membran¢ za pomocg strzykawki. Ich obudowa jest zazwyczaj ogrzewana do
temperatury 200-250°C, dzigki czemu lotne sktadniki probki odparowuja, przy czym
nalezy zaznaczy¢, ze zwiazki o duzej lotnosci beda odparowywaé szybciej niz mniej lotne
zwigzki. Dozowanie bezposrednio na kolumng o temperaturze 20-60°C jest najprostszym
sposobem wprowadzania probki ciektej. Ogrzewanie kolumny powoduje odparowanie
rozpuszczalnika.

Do oznaczania zwiazkéw zapachowych za pomoca chromatografii gazowej
najczgsciej stosuje si¢ kolumny o przekroju otwartym zwane kapilarnymi, poniewaz
charakteryzuja si¢ wysoka zdolnoscig rozdzielcza oraz lepsza czutoscig w poréwnaniu
z kolumnami pakowanymi. Kluczowa jest rowniez mozliwo$¢ wytworzenia w nich duzej
ilosci potek teoretycznych, przy niewielkim ci$nieniu gazu na wejsciu do kolumny.
Kolumny przeznaczone do analizy zwiazkoéw zapachowych maja dtugos¢ w zakresie
10—60 m i $rednice wewnetrzng 0.10-0.32 mm [7]. Fazg stacjonarng w kolumnach nisko-
i sredniopolarnych stanowia zazwyczaj dimetylopolisiloksan (CP-Sil 5 CB, DB-1, HP-1,
SPB-1) [39-41] oraz difenylo-dimetylopolisiloksan (HP-5, DB-5, SLB-35, DB-17, DB-
35, CP-Sil 8 CB) [42—44]. Z kolei kolumny charakteryzujace si¢ wysoka polarnoscia sa
wypehione glikolem polietylenowym (CP-Wax 52 CB, BP20) [45,46].



620 A. OLEJNIK, J. GORNOWICZ-POROWSKA, J. GOSCIANSKA

Mimo, ze detektor ptomieniowo-jonizacyjny (FID) [40,46,47] oraz detektor emisji
atomowej (AED) [48] powszechnie wykorzystuje si¢ do oznaczania zwigzkow
zapachowych w kosmetykach, to chromatografia gazowa sprz¢zona ze spektrometrig mas
(MS) stanowi potezne narzedzie do jednoczesnego przeprowadzania analiz jako$ciowych
oraz ilosciowych lotnych i potlotnych zwigzkéw organicznych [39,49,50]. Jednoczesnie
umozliwia ona precyzyjne okreslenie zawarto$ci zanieczyszczen kosmetykéw, ktore
moga mie¢ negatywny wplyw na zdrowie konsumenta.

W przypadku analizy parabendw w tonikach do twarzy za pomoca GC-FID
wymagane jest wczesniejsze acetylowanie analitow bezwodnikiem octowym przez 10-20
minut w §rodowisku zasadowym w obecnos$ci KH,POj4, ktore prowadzi do lepszych
rozdzielczoséci chromatogramow [S1]. Jako alternatywe do acetylowania zastosowano
alkilowanie pochodnymi butylowymi oraz izobutylowymi (np. chloromréwczanem
butylu [52] lub chloromréowczanem izobutylu [53]) w celu oznaczania parabenow
w kosmetykach metoda GC-FID.

2. SPEKTROMETRIA MAS

Spektrometria mas (MS) to zaawansowana technika analityczna umozliwiajgca
precyzyjne okre§lenie masy oznaczanego zwigzku organicznego, jego budowy
chemicznej oraz iloéci w badanej probce. Pierwszy spektrometr mas zostat
skonstruowany przez Josepha Johna Thomsona na poczatku XX wieku [54].
Wykorzystano dziatanie pola elektromagnetycznego, ktore powodowato roézny stopien
odchylenia toru lotu jondw w zalezno$ci od ich stosunku masy do tadunku (m/z). Rolg
detektora petnita wowczas plyta fotograficzna lub ekran fluorescencyjny. W latach 20
XX wieku Francis William Aston stworzyt spektrometr mas, ktory umozliwit obserwacje
izotopow [55]. Natomiast Arthur Jeffrey Dempster opracowat metode jonizacji substancji
wykorzystujac strumien elektronéw. Od tego czasu nastgpil intensywny rozwoj
spektrometrii mas, ktéra jest obecnie wykorzystywana w wielu dziedzinach do analizy
ilosciowej i jakoSciowej zwigzkoéw organicznych. Spektrometria mas znalazta roéwniez
zastosowanie do oznaczaniu skladnikow w produktach kosmetycznych. Moze by¢
wykorzystana do kontroli jakosci i testowania stabilno$ci komponentéw preparatow do
pielegnacji ciata [56]. Technika ta umozliwia potwierdzenie struktury zwigzkow
organicznych oraz stluzy do oznaczenia wybranej substancji w mieszaninach jakie
stanowig kosmetyki. W tabeli 1 przedstawiono przyktady sktadnikéw kosmetykow
oznaczanych za pomoca spektrometrii mas.
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Tabela 1. Zastosowanie spektrometrii mas do oznaczania sktadnikow w preparatach kosmetycznych
Table 1. Application of mass spectrometry to detect ingredients in cosmetic formulations

Analit Preparat kosmetyczny Spektrometria mas Ref.

Tetrapeptyd krem MALDI-TOF [57]

Heksapeptyd krem MALDI-TOF [58]

Oksybenzon krem ND-EESI-MS [59]

Kwas 4-aminobenzoesowy krem ND-EESI-MS [59]

Rezorcyna, metyloparaben krem DESI-MS [60]

Etanoloamina, rezorcyna, farba do whosow DESL-MS [60]

Fenylenodiamina

Sudan IIT lakier do paznokci MS/MS [61]

Glikol dietylenowy pasta do zgbow ND-EESI-MS [62]

Metoksycynamonian etyloheksylu krem DESI [63]

Aby okresli¢ sktad probki preparatu kosmetycznego (po uprzednim jej przygotowaniu —
np. mieszaniu z rozpuszczalnikiem i dodaniu matrycy wspomagajacej jonizacj¢), musi
przej$¢ ona do fazy gazowej. Nastgpnie poddana jest jonizacji w celu nadania fadunku
elektrycznego, co pozwala na oddzialtywanie na nig pola elektrycznego lub
magnetycznego. Wygenerowane jony ulegaja rozdzieleniu i zliczana jest ich liczba
w funkcji stosunku ich masy do tadunku. Gléwnymi sktadowymi kazdego spektrometru
mas sg cztery elementy. Pierwszy stanowi uktad wprowadzania probki. Drugi to zrodto
jonoéw, gdzie analizowana substancja poddana jest jonizacji. Trzeci element to analizator
masy, gdzie nastgpuje rozdzial jonéw ze wzgledu na stosunek masy do tadunku.
Natomiast czwarta sktadowa jest detektor, dzigki ktéoremu rejestrowane sa jony
wyselekcjonowane przez analizator mas [64].

Obecnie dostgpnych jest szereg technologii, ktore réznia si¢ sposobem jonizacji
probki, separacji oraz technikg wykrywania powstatych jonéw. Jonizacja strumieniem
elektronéw (ang. electron ionization, EI-MS) jest jedna z najstarszych metod
generowania jonow. Jednakze, powoduje ona rozpad czasteczek na fragmenty
i niemozliwe jest zarejestrowanie masy catego analizowanego zwigzku. Na widmie
masowym zidentyfikowa¢ mozna tylko fragmenty badanej czasteczki [65]. W zwiazku
z tym w ostatnich latach naukowcy wykorzystuja tzw. tagodne techniki jonizacji (ang.
soft ionization), takie jak jonizacja przez elektrorozpylanie (ang. eletrospray ionization,
ESI) oraz jonizacje¢ przez desorpcje¢ laserowa wspomagang matryca (ang. matrix-assisted
laser desorption ionization, MALDI), ktére nie powodujg fragmentacji czasteczek. Obie
techniki umozliwiaja identyfikacj¢ duzych bioczasteczek takich jak np. peptydy czy
biatka. Jonizacja przez elektrorozpylanie zostata wykorzystania do scharakteryzowania
modyfikowanych tetrapeptydow, ktore znalazty zastosowanie w preparatach
przeciwzmarszczkowych [66]. Ponadto, ESI wykorzystano do klasyfikacji perfum
i identyfikacji podrobionych probek srodkéow zapachowych [67].

Nalezy podkreslic, ze wigkszo$¢ zaawansowanych metod analitycznych
stosowanych do badania kosmetykow wymaga odpowiedniego przygotowania probki.
W ostatnich latach naukowcy pracuja nad tym, aby w jak najwigkszym stopniu usprawnic¢
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i przyspieszy¢ procedur¢ analityczng. MALDI zostala wykorzystana do identyfikacji
niskoczasteczkowych peptydow w preparatach kosmetycznych [57]. Metoda ta jest tzw.
tagodna technika jonizacji, poniewaz zwiazki chemiczne mozna oznaczy¢ bez naruszenia
ich struktury. Probka zostaje wprowadzona do matrycy, ktérej rolg jest jonizacja
czasteczek analitu. Powinna ona absorbowac¢ promieniowanie z zakresu UV, wykazywaé
stabilno§¢ w warunkach wysokiej prézni oraz charakteryzowac si¢ stosunkowo niska
masg czasteczkowa. Ponadto, w niektorych przypadkach wprowadza si¢ dodatkowe
matryce, ktéore maja wspomagaé jonizacje analitu. W tym celu uzyto mezoporowate
materiaty typu SBA-15 do oznaczania peptydéw obecnych w preparatach kosmetycznych
[58]. Zastosowanie spektrometrii mas MALDI z matrycami wspomaganymi umozliwito
bezposrednig identyfikacje heksapeptydu w kremie bez jakiejkolwiek wstepnej obrobki.

Z kolei Chingin i wsp. wykorzystali ekstrakcyjna jonizacje przez rozpylanie w polu
elektrycznym (ang. Extractive Electrospray lonization Mass Spectrometry, EESI-MS,)
do analizy skladu perfum. Wykazano, ze technika ta ma zastosowanie do szybkiego
wykrywania zafalszowan na przykladzie autentycznego i falszywego zapachu ,,Miss
Dior” Christiana Diora. W metodzie tej probka nie wymaga specjalnego przygotowania,
w zwigzku z tym moze by¢ uzyta w przemysle perfumeryjnym do kontroli jako$ci
produktu [68]. Metodg ta wykorzystat rowniez Zhang i wsp. [69] do bezposredniej analizy
kosmetykéw takich jak perfumy, kremy, pasty do zebow. Technika ta pozwala na
wykrycie i identyfikacj¢ sktadnikéw produktéw kosmetycznych bezposrednio na ludzkiej
skorze. Ta sama grupa badawcza wykryla obecno$¢ oksybenzonu i kwasu 4-
aminobenzoesowego Ww preparatach przeciwstonecznych przy uzyciu odmiany
ekstrakcyjnej jonizacji przez rozpylanie w polu elektrycznym (ang. Neutral Desorption
Extractive Electrospray lonization Mass Spectrometry, ND-EESI-MS) bez wstepnej
obrobki probki [59]. Dane eksperymentalne wykazaty, ze metoda ta moze by¢
uzytecznym narzedziem do iloSciowej analizy filtrow UV w produktach kosmetycznych.
Z kolei Nizzia i wsp.[60] wykorzystali desorpcje z jonizacja przez elektrorozpylanie (ang.
Desorption Electrospray Ionization Mass Spectormetry, DESI) do oznaczania
komponentow w farbie do wlosow i kremie przeciw niedoskonalosciom bez uprzedniego
przygotowania probki.

Kolejnym kierunkiem rozwoju spektrometrow mas dedykowanych analizie m.in.
preparatow kosmetycznych jest dazenie do skonstruowania mobilnej i zminiaturyzowane;j
aparatury badawczej. Opracowanie takich urzadzen pozwoli na zmniejszenie zuzycia
energii elektrycznej oraz wykorzystywanych do analizy odczynnikéw chemicznych.
Ponadto, mniejsze oraz mobilne instrumenty badawcze maja nizsza ceng, a co za tym
idzie moga by¢ bardziej dostepne dla przemystu kosmetycznego. Qiang i wsp. [70]
wykorzystali kompaktowy spektrometr mas Mini 12 (wazacy 25 kg) do analizy pudrow,
pomadek, kremow i szampondéw za pomoca jonizacji probki w otoczeniu
atmosferycznym. W probkach cieni do powiek, pudrow do twarzy oraz szminek
identyfikowano obecno$¢ barwnikéw Sudan Red I, II, III, IV wykorzystujac jonizacje
metoda ESI z zastosowaniem wymiennej kasety z papierowym nosnikiem. Z kolei
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w szamponach i kremach wykrywano obecno$¢ parabenow takich jak:
izopropyloparaben, pentyloparaben, fenyloparaben, benzyloparaben.

Coraz czgsciej dopelieniem obecnie stosowanych metod analitycznych jest
obrazowanie za pomoca spektrometrii mas (ang. Mass Spectrometry Imaging, MSI).
W technice tej zrédlo jondw oddzialuje na powierzchni¢ tkanki i mozliwa jest analiza
sktadu w trybie skanowania i mapowania wynikow. Obrazowanie MSI zostato sprz¢zone
z desorpcja z jonizacja przez elektrorozpylanie (DESI) do oceny przeznaskorkowego
dostarczania soli potasowej kwasu 4-metoksysalicylowego, ktora petni w kremie funkcje
srodek wybielajacego [71]. Badania wykazaly, ze substancja ta akumuluje si¢ w warstwie
rogowej naskorka, co jest typowe dla zwigzkow o umiarkowanym wspotczynniku
podziatu (logP = 2,10). Obrazowanie za pomoca spektrometrii mas (MSI) zostato rowniez
sprzgzone MALDI. W metodzie tej skrawki tkanek umieszcza si¢ na specjalnych
ptytkach, na ktére naktadana jest matryca wspomagajaca jonizacj¢ analitu. Nastgpnie
probka poddana jest dziataniu wigzki lasera i rejestrowane sg widma masowe w catym
badanym obszarze. Wyniki przedstawiane sa w postaci map intensywnosci sygnalow.
Oliveira i wsp. [61] wykorzystali MALDI-MSI do oznaczania zwigzkow w lakierach do
paznokci, szminkach 1 eyelinerach. Jako matryce uzyto kwas alfa-cyjano-4-
hydroksycynamonowy rozpuszczony w mieszaninie acetonitrylu 1 metanolu.
W przypadku pomadek i eyelinerow mozna bylo rozrézni¢ nowe, uzywane
i przeterminowane produkty na podstawie ich profilu lipidowego. Z kolei w lakierach do
paznokci okreslono ilosciowo barwnik Sudan III, ktéry jest potencjalnym czynnikiem
rakotworczym trzeciej klasy [72]. Warto nadmieni¢, ze metoda MS ma pewne
ograniczenia, szczeg6lnie jesli chodzi o identyfikacje izomeréw i okreslenie budowy
przestrzennej analizowanego zwigzku. W tym celu mozna zastosowaé magnetyczny
rezonans jadrowy.

3. SPEKTROSKOPIA W PODCZERWIENI

Spektroskopia w podczerwieni jest réwniez przydatna do analizy kosmetykow,
poniewaz jest stosunkowo szybka i wysoce powtarzalng technika. FT-IR umozliwia
identyfikacje grup funkcyjnych w zwiazkach organicznych. Ze wzgledu na to, ze widma
preparatow kosmetycznych sa na ogoét ztozone, mozna wykorzysta¢ je do celow
porownawczych [73]. Roézne techniki spektroskopii w podczerwieni takie jak:
spektroskopia transmisyjna (TS, ang. Transmission Spectroscopy), fotoakustyczna (PAS,
ang. Photoacoustic Spectroscopy), ostabionego caltkowitego odbicia (ATR, ang.
Attenuated Total Reflectance) i rozproszonego odbicia (DRS, ang. Diffuse Reflectance
Spectroscopy) byty stosowane do analizy m.in. pomadek [74,75], cieni do powiek, kredek
oraz kremow [76,77]. Wybor odpowiedniej techniki podyktowany jest rodzajem probki
czy jest w formie stalej, ptynnej czy sproszkowanej. Badania wykazaty, ze spektroskopia
transmisyjna 1 fotoakustyczna najlepiej sprawdzaja si¢ w przypadku ciat stalych
i proszkow o niskiej zawartosci wody. Z kolei spektroskopia ostabionego catkowitego
odbicia jest idealnym rozwigzaniem dla probek ciektych [75]. Nalezy podkreslic, ze



624 A. OLEJNIK, J. GORNOWICZ-POROWSKA, J. GOSCIANSKA

ATR-FTIR jest obiecujaca technika do analizy kosmetykow, poniewaz probka nie
wymaga uprzedniego przygotowania, dzigki czemu jest mniej czasochtonna i przyjazna
dla $rodowiska. Ponadto, nalezy podkreslic, ze ATR-FTIR jest nieinwazyjna
i niedestrukcyjna dla badanej probki.

4. BADANIA STABILNOSCI PREPARATOW KOSMETYCZNYCH

Badanie stabilnosci preparatéw kosmetycznych polega na ocenie zmian
zachodzacych w probce w roéznych warunkach temperaturowych w okreslonym czasie.
Z punktu widzenia producenta kosmetyku istotne jest okreslenie jak dlugo dany produkt
zachowa swoje wlasciwosci i bedzie mogt byé bezpieczny oraz uzyteczny dla
konsumenta. Najczgséciej stosowanymi w przemysle kosmetycznym metodami do oceny
stabilnos$ci jest test wirowkowy oraz termiczny. Pierwsza technika polega na
umieszczeniu probki w wiréwcee i poddaniu jej dziatania sily od$srodkowej. Na skutek
obrotow uktady niestabilne ulegajg rozwarstwieniu na tworzace je fazy olejowa i wodna,
ktére ocenia si¢ wzrokowo [78]. Coraz czgsciej testy wirowkowe laczy si¢ z testami
temperaturowymi stosujac centryfugi z regulacja temperatury [79].

Natomiast w teScie termicznym preparat przechowywany jest w okreslonej
temperaturze przez dany czas i na podstawie obserwacji wzrokowej okresla si¢ zmiany
w nim zachodzace. Wybrany kosmetyk dzieli si¢ na trzy probki i rownolegle bada si¢
stabilno$§¢ w temperaturze niskiej, wysokiej oraz pokojowej, np. w temp. 4°C, 21°C
1 45°C przez 8 tygodni [80]. W réwnych odstepach czasowych obserwuje si¢ zmiany
zachodzace w preparacie. W innej metodzie stabilno$¢ w tych warunkach bada si¢ nawet
do 6 miesigcy [78]. Warunki przechowywania nie sg Scisle okre$lone, producent
dostosowuje badania do swoich produktéw, aby wykaza¢ ich stabilno$¢ w czasie.
Ponadto zmiany zachodzgce w probce mozna obrazowa¢ za pomocg mikroskopu
optycznego.

Istotne jest takze, aby dlugoterminowg stabilno§¢ preparatoéw okreslic w jak
najkrotszym czasie. Producenci nie moga pozwoli¢ sobie na wielomiesigczne
obserwowanie zmian zachodzacych w prébce. W zwigzku z tym opracowano testy
przyspieszonego badania stabilnoSci preparatoéw emulsyjnych wykorzystujac do tego
zmiany temperatur, tzw. ,,metoda szokéw termicznych” [81]. Produkt kosmetyczny
zostaje najpierw ogrzany do okreslonej temperatury, a nast¢pnie poddany gwattownemu
schtodzeniu. Inny sposéb polega na ogrzaniu probki i pozostawieniu jej w tych
warunkach przez $ci$le okreslony czas. W kolejnym etapie probka jest chlodzona
i pozostawiona w obnizonej temperaturze przez dany okres. Nastepnie cykl si¢ powtarza
kilka razy. Probka okres$lona jest jako stabilna, gdy badany uktad nie ulegnie zmianie po
przeprowadzeniu kilku takich cykli [81]. W nowoczesnych laboratoriach do badania
stabilnos$ci preparatow wykorzystuje si¢ komory klimatyczne, ktoére umozliwiaja
sterowanie takimi parametrami jak: temperatura, wilgotno$¢ oraz naswietlenie promie-
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niowaniem UV. Zastosowanie r6znych warunkéw otoczenia pozwala na precyzyjna
oceng procesu starzenia si¢ badanej probki.

W  ostatnich latach naukowcy opracowali bardziej zaawansowane metody

instrumentalne badania stabilnoéci kosmetykéw bazujace na wykorzystaniu zjawiska
wielokrotnego rozproszenia oraz dyfrakcji laserowej. Ponadto do oceny uktadow
koloidalnych mozna wykorzystaé potencjat zeta. Badania metoda wielokrotnego
rozpraszania $wiatla (ang. multiple light scattering, MLS) mozna przeprowadzi¢ za
pomoca urzadzen Turbiscan Lab (Formulaction) lub Multiscan MS 20 (Data Physics
Instruments). Aparaty te umozliwiaja oceng stabilnosci uktadéw emulsyjnych w znacznie
krotszym czasie niz w przypadku wyzej opisanych metod. Pelng analiz¢ preparatow
mozna przeprowadzi¢ w ciggu okoto dwoch tygodni, co w znacznym stopniu moze
przyspieszy¢ opracowywanie nowych formulacji kosmetycznych [82]. Ponadto, na
podstawie otrzymanych wynikéw mozna zidentyfikowa¢ zmiany zachodzace w probce
takie jak flokulacja, koalescencja, $mietanowanie czy sedymentacja [83]. Glownym
elementem aparatu jest glowica, ktora skanuje probke w catej jej wysokosci. Urzadzenie
wyposazone jest w zrodto §wiatla z zakresu bliskiej podczerwieni. Ponadto sktada si¢
rowniez z detektora wstecznego rozproszenia (odbierajacego $wiatlo padajace na probke
pod katem 45°) oraz detektora transmisji, odbierajacego $wiatlo padajace pod katem
180°. Dzigki temu wszystkie zmiany zachodzace w probce sa rejestrowane. Pomiary
mozna prowadzi¢ w temperaturze obnizonej, pokojowej i podwyzszonej. Dodatkowym
parametrem, ktoéry mozna wyznaczy¢ jest wspotczynnik stabilno$ci tzw. ang. Turbiscan
Stability Index, TSI [84]. Obliczany jest on na podstawie wszystkich procesow
zachodzacych w probce w czasie i umozliwia porownywanie probek wzglgdem siebie.
Im nizszy TSI, tym probka bardziej stabilna, poniewaz zaobserwowano w niej najmnie;j
zmian wzgledem pierwszego pomiaru [85].
Kolejng zaawansowang metodg instrumentalng do badania stabilno$ci emulsji jest
dyfrakcja laserowa, dzieki ktorej mozna okresli¢ rozktad wielko$ci czastek w badanym
ukladzie dyspersyjnym. Elementem skladowym urzadzenia jest laser, ktéry emituje
wigzke S$wiatla czerwonego. Ponadto, aparat wyposazony jest w zrodlo Swiatta
niebieskiego. Zasada dziatania aparatu opiera si¢ na zjawisku dyfrakcji laserowej. Czastki
obecne w badanej probee rozpraszajg $wiatlo, ktore zbierane jest nastgpnie przez uktad
detektoréw. Dane analizowane sa bazujac na modelu Fraunhofera i teorii Mie, ktére
opisuja sposob rozpraszania i absorpcji $wiatla przez czastke. Kazdy rozmiar czastki
rozprasza $wiatto w charakterystyczny i niepowtarzalny sposéb, dzieki czemu mozliwe
jest ustalenie ich wielkoS$ci [86].

5. BADANIA APLIKACYJNE PRODUKTOW KOSMETYCZNYCH

Metody analityczne w kosmetyce nie ograniczaja si¢ tylko do analizy produktow
kosmetycznych, ale sa rowniez wykorzystywane w podstawowych badaniach skory
i wlosow, na ktore aplikowane sg kosmetyki (badania aplikacyjne, instrumentalne) [87-
91]. Kosmetyk wykazuje bowiem okreslone dziatanie pielggnacyjne na skor¢ w zalezno-
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$ci od sktadu jakosciowego i ilo§ciowego. Zanim zostanie wprowadzony gotowy produkt
na rynek kosmetyczny nalezy takze oceni¢ jego bezpieczenstwo i skuteczno$¢ dziatania
za pomocg ujednoliconych standardow weryfikacyjnych. W zwigzku z wprowadzeniem
na terenie Unii Europejskiej zakazu testowania na zwierzetach preparatow i sktadnikow
pielegnacyjnych zaczgto rozwija¢ alternatywne metody oceny skutecznosci
i bezpieczenstwa kosmetykow. Metody alternatywne wykorzystuja techniki in vitro
(hodowle komoérkowe, struktury biomimetyczne skory), ex vivo (wyizolowane zwierzgce
tkanki lub organy) oraz in silico (symulacje komputerowe, modele matematyczne).
Ponadto wraz z rozwojem technologii poszerza si¢ mozliwo$¢ narzedzi do oceny
dziatania i przenikania produktéw kosmetycznych. Do najnowszych technik nalezy
ultrasonografia skory, czy optyczna tomografia koherencyjna. Ograniczeniem
zaawansowanych technik czesto sg wysokie koszty aparatury. W zwigzku z tym czgsto
stosowanym etapem oceny produktu kosmetycznego sa jego standardowe badania
aplikacyjne. W tym celu przeprowadza si¢ badania aparaturowe na skorze ochotnikéw
(probantéw), ktérzy stanowi¢ powinni grupe docelowych konsumentéw badanego
produktu. Nalezy pamigtaé, Ze aplikowana substancja musi dawa¢ gwarancj¢
bezpieczenstwa. W tym celu stosuje si¢ uprzednio ocene potencjatu draznigcego skore
(naskérkowe testy ptatkowe) oraz analize cytotoksycznosci sktadnika czynnego. Do
najczesciej przeprowadzanych testow in vivo zalicza si¢ naskorkowe testy ptatkowe oraz
badania parametrow biofizycznych i biomechanicznych skoéry z wykorzystaniem sond
pomiarowych [92], np. Courage-Khazaka (Koln, Germany). Zespét sond jest potaczony
z komputerem, ktory prezentuje otrzymane wyniki w postaci cyfrowej. Pomiary powinny
by¢ przeprowadzane w kontrolowanych warunkach, w temperaturze 22-25°C i $redniej
wilgotnos$ci wzglednej 52-58% na $cisle okreslonych obszarach skory. Ponizej
przedstawiany zastosowanie i krotka charakterystyke najczesciej stosowanych sond do
pomiaréw parametrow biofizycznych skory.

5.1. KORNEOMETR - CORNEOMETER® CM 825

Corneometer® (Courage & Khazaka, Germany) jest uznana metoda dokladnego
i powtarzalnego okre$lania poziomu nawilzenia powierzchni skory poprzez pomiar
pojemnosci elektrycznej warstwy rogowej. Metoda ta opiera si¢ na liniowej zaleznos$ci
wiasciwosci elektrycznych naskoérka od jego uwodnienia. Im wigcej wody znajduje si¢
w naskorku, tym wigksza jest jego pojemnos¢ elektryczna. Sonda dziata przy niskiej
czegstotliwosci (40-75 Hz) [93]. Wyniki prezentuje si¢ jako $rednig kilku pomiarow
i przedstawia w arbitralnych jednostkach od 0 do 130.

5.2. TEWAMETR - TEWAMETER® TM 300

Transepidermalng utrate wody (ang. Transepidermal Water Loss, TEWL) oceniano
metoda ewaporymetryczng (Tewameter® TM 300; Courage & Khazaka). System oparty
jest na wydrgzonym cylindrze z dwoma czujnikami higroskopijnymi i temperatury,
mierzacymi ci$nienie pary wodnej w réznych odleglosciach od powierzchni skory.
TEWL jest obliczany na podstawie roznicy pomi¢dzy dwoma punktami pomiarowymi
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z wykorzystaniem prawa dyfuzji Ficka i wyswietlany w gramach na godzing na metr
kwadratowy (g/h/m?) [94]. Transepidermalna utrata wody i nawilzenie skory sa szeroko
stosowane jako wskazniki oceny funkcji bariery skérnej. TEWL odpowiada za dyfuzje
skondensowanej wody przez stratum corenum (SC) podczas gdy nawilzenie skory
odzwierciedla zawarto$¢ wody w SC. Zmieniong funkcj¢ bariery skornej charakteryzuje
podwyzszony TEWL, ktory obserwuje si¢ w wielu chorobach skory (np. atopowe
zapalenie skory i tuszczyca) oraz w badaniach eksperymentalnych (np. stosowanie
rozpuszczalnikow 1 detergentow). Co wigcej, podwyzszone wartosci TEWL
w zaburzonej barierze skornej sg czgsto skorelowane z niskim nawilzeniem skory.

5.3. MEXAMETR - MEXAMETER® MX 18

Sonda Mexameter® MX 18 (Courage & Khazaka, Germany) pozwala zmierzy¢ poziom
zabarwienia oraz zaczerwienienia skory. Ma postaé prostego reflektometru, ktorego
dziatanie opiera si¢ na absorpcji/odbiciu §wiatla od powierzchni skory. Urzadzenie to
wyposazone jest w 16 diod elektroluminescencyjnych (LED) rozmieszczonych kotowo,
ktére emitujg swiatto o 3 okreslonych dlugosciach fali swietlnej: 568 nm, 660 nm, 880
nm. Odpowiadaja one kolejno $wiathu zielonemu, czerwonemu i podczerwonemu [95].
Odbiornik mierzy odbicie $wiatta od skoéry. Poniewaz ilo$¢ emitowanego §wiatta jest
okreslona, mozna obliczy¢ ilo$¢ $wiatta pochtonigtego przez skore. Polega to na pomiarze
$wiatta pochlonigtego i odbitego o dilugosci fal w zakresie zieleni i czerwieni dla
hemoglobiny oraz dtugosci fal w zakresie czerwieni i bliskiej podczerwieni dla melaniny.
Niepewnos¢ pomiaru: + 5% Srednia z trzech pomiaréw przedstawiana jest w jednostkach
arbitralnych od 0 do 999. Srednica przyrzadu wynosi 24 mm, $rednica pola pomiarowego
5 mm (powierzchnia 19,6 mm?). Poniewaz ilo$¢ emitowanego $wiatla jest okre$lona,
mozna obliczy¢ ilo$¢ $wiatta pochtonigtego przez skorg. Mexameter® MX 18 zapewnia
pomiar pochtonietego i odbitego $wiatta o dtugosci fali w zakresie zielonym i czerwonym
dla hemoglobiny oraz dtugosci fal w czerwieni i bliskiej podczerwieni dla melaniny.
Indeks melaniny jest obliczany na podstawie intensywno$ci zaabsorbowanego i odbitego
$wiatla przy, odpowiednio 660 i 880 nm. Wskaznik rumienia jest natomiast obliczany na
podstawie intensywnos$ci zaabsorbowanego i odbitego $wiatta o diugosci fali,
odpowiednio, 568 i 660 nm. Analizy przeprowadza si¢ na obszarze o powierzchni 19,6
mm?, co odpowiada tarczy o $rednicy 5 mm. Pomiaru dokonuje si¢ poprzez przylozenie
sondy ze statym naciskiem do badanego obszaru skory.

5.4. KOLORYMETR -KOLORYMETR® CL 400

Kolorymetr® CL 400 (Courage & Khazaka, Germany) mierzy koloryt skory zawiera
sonde¢ emitujaca biate swiatto LED (dioda elektroluminescencyjna) od 440 do 670 nm,
ktore jest rozmieszczone kotowo, aby rownomiernie o§wietli¢ skorg. Emitowane §wiatto
jest rozpraszane we wszystkich kierunkach, czg$¢ przechodzi przez warstwy skory i jest
rozpraszana poza nig. Swiatlo odbite jest mierzone przez sonde na zasadzie kolorymetrii
trojchromatycznej. Pomiary prowadzone sg w przestrzeni barw L*a*b, ktéra stanowi
najpopularniejszy sposob opisu kolorow [95]. Wartosci L* okreslaja jasno$¢ i ciemnosc¢
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koloru i dobrze koreluja z jasnoscig i ciemno$cia koloru skory. Warto$¢ a* mierzy rumien
skorny i zalezy od sktadu melaniny oraz skornego przeptywu krwi. Wartos¢ b* okresla
konstytucjonalng pigmentacj¢ i zdolno§¢ do opalania si¢ danej osoby, a konkretnie
zmiany w karotenoidach, syntezie melaniny i wutlenianiu po ekspozycji na
promieniowanie UV. Parametry L* i b* moga by¢ wykorzystywane do klasyfikacji
konstytutywnej pigmentacji zgodnie z indywidualnym katem typologicznym (ang.
individual typology angle, ITA®). Kolorymetr zostal opracowany w ramach standaryzacji
Commission Internationale de 1'Eclairage (CIE), mi¢dzynarodowego autorytetu
w dziedzinie $wiatta i koloru, jako obiektywne narze¢dzie do kwantyfikacji koloru, ktore
odzwierciedla ludzkie widzenie barw.

5.5. SEBUMETR - SEBUMETER® SM 815

Sebumetria jest powszechnie uzywana do ilo§ciowego okre§lania wydzielania sebum na
powierzchni skéry. Pomiar oparty jest na fotometrii plamek thuszczu. Mata Sebumeter®
SM 815 (Courage & Khazaka, Germany) po zetkni¢ciu si¢ ze skorg staje si¢ przezroczysta
w zaleznosci od zawartosci toju na powierzchni mierzonego obszaru. Przepuszczalno$é
swiatla tasmy mierzy si¢ po okoto 30 s kontaktu ze skorg przez fotokomoérke, ktora jest
wewnatrz urzadzenia. W celu odczytu pomiaru nalezy wlozy¢ czes$¢ kasetki do otworu
przeznaczonego do sebumetru w podstawie sytemu sond MPA. Przepuszczalno$é §wiatla
odzwierciedla zawarto$¢ sebum. Glowica pomiarowa kasety odstania odcinek
pomiarowy ta§my maty o powierzchni 64 mm?. Podczas pomiaru tama jest przesuwana
do przodu za pomoca spustu umieszczonego z boku kasety, aby odstoni¢ nowy odcinek
tasmy. Jednostki sebumetru od 0-350 (w przyblizeniu pg/cm? w okre$lonym zakresie),
niepewnos$¢ pomiaru: + 5%.

5.6. TERMOMETR DO SKORY — SKIN THERMOMETER® ST500

Skin-Thermometer® ST500 (Courage & Khazaka, Germany) mierzy temperature
powierzchni skory (°C) i jest oparty na technice spektroskopii w podczerwieni.
Rozdzielczo$¢ dla tej techniki to 0,1°C, a temperature wyznacza si¢ w zakresie 22-40° C.
Bezdotykowy pomiar wykonywany bardzo szybko (1 s) zapewnia brak wpltywu na
mikrokrazenie w skorze.

5.7. PEHAMETR- SKIN-PH-METER® PH 905

Jest elektroda polarna, ktéra w jednej obudowie zawiera zaro6wno elektrod¢ aktywna
(elektroda szklana, wrazliwa na jony H+) oraz ulatwiajacg pomiar, wysokiej jakosci
elektrod¢ kombinowang (zwang rowniez elektroda odniesienia), ktora taczy si¢
z uchwytem sondy zawierajacym cze$¢ pomiarowa. Pomiar polega na wielokrotnym
przyktadaniu elektrody do okreslonego obszaru skory. W celu uzyskania optymalnego
kontaktu pomiedzy powierzchnig pomiarowg elektrody a powierzchnig skory, elektrode
nalezy trzymaé¢ pod katem prostym do skory i z delikatnym naciskiem. Kwasne pH
powierzchni skory jest wazne dla homeostazy SC i utrzymania flory bakteryjnej. Pomiaru
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pH powierzchni skéry dokonuje si¢ za pomoca szklanych elektrod planarnych
podiaczonych do woltomierza. To, co w rzeczywistosci mierzy si¢ to jest "pozorne pH
skory", poniewaz pojecie pH odnosi si¢ do roztworéw wodnych, a na powierzchni skory
znajduja si¢ lipidy i inne zwigzki, ktore uwalniaja jony H" do wody naniesionej na skore
za pomocg elektrody.

5.8. GLOSSYMETER® GL200

Glossymeter® GL200 (Courage & Khazaka, Germany) stosuje si¢ do oceny gladkosci
skory i wyraza on czg$¢ $wiatla odbitego bezposrednio (gloss) oraz czgs$¢ rozproszona
(ang. diffuse scattered) od powierzchni skory [96]. Pomiar potysku opiera si¢ na odbiciu
swiatta wysytanego do skory. Rownolegte biale §wiatto jest wytwarzane przez diody LED
umieszczone w gtowicy sondy. Dwa oddzielne kanaty pomiarowe mierza §wiatlo odbite.
Bezposrednio odbite §wiatlo jest ponownie kierowane przez lustro pod katem 60° do
kanatu refleksyjnego. Rozproszone $wiatlo odbite jest mierzone pod katem 0°
(calkowicie pionowo nad mierzong powierzchnig) przy zatozeniu, ze $wiatlo jest
rozpraszane w ten sam sposob na wszystkich stopniach. Na skorze cze$¢ swiatta przenika
do gornych warstw i ulega rozproszeniu, gldwnie w zaleznosci od koloru skory (ciemna
skdra rozprasza si¢ mniej niz jasna). Pomiar jest potaczony w unikalny wyswietlacz, ktory
umozliwia bardzo szybki pomiar (1 sekunda) i jest bardzo tatwy w obstudze. Oprocz
wartos$ci potysku, przy kazdym pomiarze wyswietlana jest rOwniez warto§¢ rozproszenia
swiatta. Unikalna korekcja rozproszenia §wiatta minimalizuje wptyw koloru skory na
wynik pomiaru.

5.9. SONDA WYKORZYSTYWANA DO POMIAROW PARAMETROW
BIOMECHANIZCZNYCH SKORY - CUTISCAN CS 100

CutiScan CS 100 (Courage-Khazaka Electronic, Ko&ln, Niemcy) to stosunkowo
najnowsza sonda, ktéra zostala zaprojektowana, aby dostarczy¢ informacji na temat
wiasciwosci elastycznosci skory 1 lepkosprezystosci, jak rdéwniez anizotropii
i kierunkowosci skory. Urzadzenie to zawiera sondg, ktora w unikalny sposob taczy sile
mechaniczng z obrazowaniem. Sklada si¢ ona z pier§cienia ssacego (o $rednicy 14 mm),
ktory pod statym podci$nieniem rownomiernie rozciaga skore we wszystkich kierunkach.
Podczas zasysania i odzyskiwania, kamera CCD o wysokiej rozdzielczo$ci wewnatrz
sondy monitoruje przemieszczenie kazdego piksela za pomoca algorytmu przeplywu
optycznego w obrazie wideo. Na podstawie tego wideo generowany jest ogdlny wykres
zawierajacy wartosci 0-360 stopni, jak rowniez inne parametry ilosciowe. Cutiscan
winien by¢ dostosowany do podstawowego cyklu obcigzenia przy stalym cisnieniu 400
mbar, utrzymywany przez 3 s, a nastgpnie zwalniany, po czym naste¢puje okres relaksacji
trwajacy okoto 3 s. Cutiscan podaje odczyty V1 (maksymalne przemieszczenie podczas
ssania) i V2 (wartosci powrotne), wyrazone w pikselach, oraz V3 (V2/V1), wyrazone
w procentach [97]. V3 odnosi si¢ do zdolnosci do przeciwstawienia si¢ przemieszczeniu
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w stosunku do zdolnos$ci do powrotu do pozycji wyjsciowej. Im wyzsza warto$¢ V3, tym
lepsza sprezystosc.

6. BADANIA PRZENIKANIA PRODUKTOW KOSMETYCZNYCH

Badanie przenikalno$ci metodami analitycznymi umozliwia teoretyczng oceng
biodostgpnosci danego skladnika kosmetyku. Jest to bardzo istotne, poniewaz
efektywno$¢ dziatania formulacji kosmetycznych zalezy m.in. od zdolnosci penetracji do
glebszych warstw naskorka poszczegoélnych sktadnikow aktywnych. W celu oceny
transdermalnego dostarczania produktow kosmetycznych przeprowadzi¢ mozna
nastgpujace procedury:

e tzw. test zdzierania” (ang. stripping test) wraz z spektrometrig mas z jonizacja
przez elektrorozpylanie w polu elektrycznym (ESI-MS). Preparaty testuje si¢ na
zgieciowe] stronie przedramienia uczestnika badania wyznaczajagc miejsca
aplikacji o okre$lonych wymiarach, a nastgpnie za pomoca np. plastikowej
strzykawki jednorazowego uzytku nanosi si¢ na wyznaczone miejsce na skorze
sprecyzowang ilos¢ preparatu [98]. Kremy pozostawia si¢ w kontakcie ze skorg
przez 2 godziny przed ich usuni¢ciem. Nastgpnie tasma kolejno okleja si¢
odstonigte kwadratowe miejsca skory (10 razy). Warto dokonaé pomiaru
grubosci naskorka przed i po zdzieraniu ta§my za pomoca metod obrazowych,
np. ultrasonografii (USG) skory. Po usunigciu, taSmy umieszcza si¢ w probowce
z metanolem. Uzyskane roztwory metanolu analizuje si¢ na zawarto$¢
sktadnikéw badanego kosmetyku metoda ESI-MS. W celu ustalenia zakresu
pomiarow ESI-MS pozwalajacego na jakosciowe i iloSciowe oznaczanie
sktadnikéw kosmetykéw w roztworach metanolowych, w zakresie jonow
ujemnych, przygotowuje si¢ seri¢ wzorcowych metanolowych roztwordéw
badanego sktadnika. W oparciu o przygotowane roztwory wzorcowe wyznacza
si¢ niezbedne w analizie chemicznej parametry analityczne charakterystyczne
dla danej metody. Stosujac ,test zdzierania” nalezy pamigta¢ takze o tzw.
granicy wykrywalnosci (ang. limit of detection, LOD), bedacym st¢zeniem
substancji, ponizej ktérego nie mozna odr6zni¢ tozsamosci substancji od
artefaktow analitycznych.

e okreslone glebokosci penetracji sktadnikow kosmetykow przez warstwy skory
w modelu z spektroskopia ramanowska. Metoda konfokalnej spektroskopii
ramanowskiej moze by¢ wykorzystana do okreslenia zawarto$ci wody oraz
innych substancji na réznych glgbokosciach skory. W spektroskopii Ramana
probka jest naswietlana monochromatycznym $wiattem laserowym o malej
mocy. Czasteczki sa wzbudzane do stanéw wibracyjnych i rozpraszaja Swiatlo o
dtugosci fali réznej od $wiatta wzbudzajacego (widmo Ramana). Rozproszone
$wiatlo jest przechwytywane i analizowane, dzigki czemu mozliwe sa
nieinwazyjne pomiary in vivo i in vitro skladu molekularnego i stezenia
w mikroskopijnych obj¢tosciach na réoznych glgbokosciach skory [99].
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UWAGI KONCOWE

Metody badan analitycznych stanowia wazne narzedzia, ktére pozwalaja na
rozwigzywanie problemow zwiazanych z rozwojem czy kontrolg jakosci produktow
kosmetycznych. Aktualnie obserwujemy rosnace zainteresowanie naturalnymi
preparatami kosmetycznymi, ktére stanowia czesto wielosktadnikowe mieszaniny
znacznie trudniejsze w standaryzacji. To sprawia, ze jednoznaczne okreslenie skladu
surowca, uzytego w kosmetyku, jest wyzwaniem. Kolejng kwestia pozostaje wptyw
zastosowanych surowcow na stabilno§¢ formuty kosmetycznej. W celu zapewnienia
bezpieczenstwa kosmetyku badania analityczne powinny by¢ poszerzone o badania
dermatologiczne oraz mikrobiologiczne. W ostatnim czasie wiele uwagi poswieca si¢
sposobom przygotowania probek kosmetycznych do badan analitycznych, majacych na
celu zapewnienie zrobwnowazonego rozwoju i zminimalizowanie negatywnego wptywu

na $rodowisko.
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