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KOZMETICKYCH VYROBKOQV

1. ODBER VZORIEK
(Podra smernice Komisie 80/1335/EHS z 22. decembra 1980)

ROZSAH A OBLAST POUZITIA
Ustanovuje postup na odber vzoriek kozmetickych vyrobkov za G¢elom ich
analyzy v rdznych laboratoriéch.

DEFINICIE

Zakladna vzorka - jednotkové mnoZstvo, odobraté z vyrobnej davky, uréeng na
preda.

Celkova vzorka - suhrn vsetkych zakladnych vzoriek, odobratych z jednej vyrobnej
davky.

Laboratérna vzorka - reprezentativna ¢ast’ celkove vzorky, uréend na analyzu
v laboratoriéch.

Kusobna vzorka - reprezentativna ¢ast’ laboratornegl vzorky, potrebna na jednu
analyzu.

Obal - predmet, v ktorom je vyrobok zabaleny a s ktorym je v priamom kontakte.

POSTUP ODBERU VZORIEK

Vzorky kozmetickych vyrobkov sa odobergju vich pévodnych, spotrebitel’skych
obaloch a do laboratérii sa dopravuju v neporusenom stave.

Ak sa kozmetické vyrobky uvéadzaju do obehu vo velkospotrebitel'skom baleni
alebo v inom obale, ako je povodné balenie od vyrobcu, vzorka sa odoberie vhodne
zvolenym vzorkovacom po predchédzajicom premieSani obsahu v obale. Ak obsah
nemoZzno premiesat’, vzorka sa odoberie vrstvenym (stratifikovanym) odberom.

Pocet z&kladnych vzoriek, potrebnych na pripravu laboratornegj vzorky, zavisi od
analytickgl metédy a od poctu analyz, ktoré je potrebné vykonat'.

IDENTIFIKACIA VZORKY

Vzorky sa pri odbere zapetatia a oznacia Stitkom, pripevnenym tak, aby obal nebolo
mozné otvorit’, &itok vymenit’ alebo odstrénit’ bez porusenia pe¢ate. Ak nemozno
&titok pripevnit’ naobal, ¢islo protokolu o odbere vzorky savyznaci naobal.

Kazdé odobrata zakladna vzorka musi byt” oznacené tymito Gdajmi

Nazov kozmetického vyrobku

Datum, ¢as a miesto odberu vzorky

Meno a priezvisko osoby, ktora odobrala vzorku

Nazov organu dozoru

Protokol o odbere vzorky musi obsahovat’

N&zov a Specifikaciu vyrobku alebo suroviny

Nazov a adresu vyrobcu, spracovatel’a, dovozcu, distribltora alebo

predévajlceho

Udaj o verkosti vzorkovang davky; jej objem alebo hmotnost

Oznacenie vyrobne davky

Datum minimalng trvanlivosti
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Miesto, ddtum a ¢as odberu vzorky

Spbsob odberu vzorky; udaje o postupe odberu vzorky s dérazom na odchylky
od predpisaného Standardného alebo dohodnutého postupu

Pocet, objem alebo hmotnost’ odobratych vzoriek nalaboratorne skisanie

Meno, priezvisko a podpis osoby, ktora odobrala vzorku

Miesto dorucenia vzorky, ak jeto potrebné

USKLADNENIE VZORIEK

Z&ladné vzorky sa musia uskladnit’ v stlade s pokynmi vyrobcu, uvedenymi na
etikete, ak si tam uvedené.

Ak nie si uréené iné podmienky, laboratorne vzorky sa uskladnia vtme pri
teplote od 10 do 25 °C.

Z&kladné vzorky nesmu byt’ otvorené pred zaciatkom analyzy.
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2. LABORATORNA PRIPRAVA SKUSOBNYCH VZORIEK
(Podra smernice Komisie 80/1335/EHS z 22. decembra 1980)

VSEOBECNE

Ak je to mozné, analyzuje sa kazda zakladna vzorka. Ak je zékladna vzorka prilis
mal4, pouZije sa minimany pocet zakladnych vzoriek. Pred odobratim skuSobnej
vzorky sa zékladné vzorky najskor spolu dékladne zmiesSgjU.

Obal sa otvori v atmosfére inertného plynu, ak je to tak ur¢ené v analytickgl metdéde
aco najrychlegjSie sa odoberie poZzadovany pocet skuSobnych vzoriek. Analyza sa
vykona v ¢o najkratSom ¢ase. Ak sa vzorka d’alel uchovéva, obal sa znova zapecati
v atmosfére inertného plynu.

Kozmetické vyrobky mézu byt vyrobené v kvapalnom, tuhom aebo polotuhom
stave. Ak st pévodne homogénne vyrobky oddelené vo viacerych fazach, pred
odberom skusobnej vzorky sa znova zhomogenizuj .

Ak je kozmeticky vyrobok predavany osobitnym spdsobom, v désledku ¢oho sa
nembZe postupovat’ v stlade stouto skiSobnou metddou aak neboli prijaté Ziadne
ustanovenia o prislusnych vhodnych skdSobnych metdédach, méze byt pouzity
vlastny postup za predpokladu, Ze bude sformulovany do pisomnegj formy ako
sucast’ protokolu o skuske.

KVAPALINY

MoZu sa vyskytovat' ako olejové, akoholové a vodné roztoky, toaetné vody,
lotiony alebo mlieka a mdzu byt balené vo frastickach, frasiach, ampuliach alebo
tubéch.

Odber skuSobnej vzorky

Obal sa pred otvorenim intenzivne pretrepe.

Obal saotvori.

Na vizudlne postidenie vzorky sa odleje niekol’ko mililitrov kvapaliny do skimavky.
Odoberu sa poZzadované skusobné vzorky.

Obal saznova dokladne uzavrie.

POLOTUHE LATKY

Mo6Zu sa vyskytovat' ako pasty, krémy, tuhé emulzie agély amdzu byt balené
v tubach, plastovych frasiach alebo téglikoch.

Odber skuSobnej vzorky

Z obalov s Uzkym hrdlom sa vytlagi aspon jeden centimeter vyrobku a aZ potom sa
vytlaci skiSobna vzorkaa obal saihned’ znova uzavrie.

Z obalov so Sirokym hrdlom sa zl'ahka rovnomerne odstrani povrchova vrstva
vyrobku a po odbere skiSobnej vzorky sa obal ihned’ uzatvori.

TUHE LATKY

Mo6Zu sa vyskytovat' ako sypké a kompaktné pudre, tyc¢inky amézu byt balené
v roznych obaloch.

Odber skuSobnej vzorky

Zo sypkého pudru sa pred otvorenim oba intenzivne pretrepe a nésledne sa
odoberie skusobna vzorka.

Z kompaktného pudru alebo zty¢inky sa rovnomernym zoskrabanim odstrani
povrchova vrstva a spod nej sa odoberie skiSobna vzorka.
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VYROBKY V OBALOCH POD TLAKOM

Vyrobkami v obaloch pod tlakom si aerosolové rozpraSovate podla osobitného
predpisu b).

Odber skisobnej vzorky

Po intenzivhom pretrepani sa reprezentativne mnozstvo obsahu aerosdlového
rozpraSovaca prenesie pomocou vhodne spojovace sUGiastky (obrézok ¢. 1
v Specifickych pripadoch mbéze anayticka metdéda vyZzadova’ pouZitie inych
spojovacich sciastok) do plastom potiahnutej sklenengj flaSe (obrézok ¢. 4),
vybaveng aerosdlovym ventilom bez ponorngj trubice. Po¢as prenosu sa fl'asa drzi
ventilom smerom nadol. Takyto spdsob prenosu zabezpegi, aby bol obsah jasne
viditel'ny a odpovedajUci jednému zo Styroch nasledovnych pripadov

Aerosolovy vyrobok vo forme homogénneho roztoku, vhodného priamo na analyzu.
Aerosblovy vyrobok, pozostavajuci z dvoch kvapalnych faz. Po oddeleni spodnej
fazy do druhg flaSe na prendSanie vzoriek, mdze byt analyzovana kazda faza
osobitne. V tomto pripade sa prva fl'aSa na prenaSanie vzoriek drzi ventilom smerom
nadol. Vtedy je zvycajne spodna vrstva vodna a neobsahuje hnaci plyn (napr. pri
sustave butan/voda).

Aerosolovy vyrobok, obsahujuci préSok v suspenzii. Kvapalha féza sa analyzuje po
odstraneni prasku.

Vyrobok v podobe peny alebo krému. Najprv sa do fl'aSe na prendSanie vzoriek
presne navézi 5 az 10 g 2-metoxyetanolu. Této latka potl&a tvorbu peny pocas
odplynovania na zéklade ¢oho je mozné odstranit’ hnaci plyn bez straty kvapalnej
zlozky.

Prislusenstvo

Foojka je spojovacia siciastka (obrazok ¢. 1), vyrobend z duralu aebo z mosadze,
skondtruovana tak, aby prostrednictvom polyetylénového adaptéra vyhovovala
rozdielnym systémom ventilov. Podl'a uvedeného prikladu mbzu byt pouZité g iné
typy spojovacich stciastok. (obrazok ¢. 2 a 3).

Vzorkovnica je flaSa na prenaSanie vzoriek (obrézok ¢. 4), vyrobena z bieleho skla
z vonkajsg strany potiahnuta ochrannou vrstvou priehl'adného plastu, s objemom
50 ml az 100 ml, vybavena aerosdlovym ventilom bez ponornej trubice.

Postup

Z fr'aSe na prenaSanie vzoriek sa vytlati vzduch. Zatymto G¢elom sa cez spojovaciu
siciastku zavedie asi 10 ml difludrdichlérmetanu alebo butanu (v zavislosti od toho,
aky aerosolovy vyrobok sa bude analyzovar’). Spojovacia siciastka sa odpoji aZ po
Uplnom odplyneni - odstraneni kvapalnegj fazy, pricom vzorkovnica sa drzi ventilom
¢o ngjvySSie. Fl'aSa na prendSanie vzoriek sa odvézi (,a' v gramoch). Aerosblovy
rozprasovac, z ktorého sa bude odoberat’ vzorka, sa intenzivne pretrepe. Na ventil
obalu aerosolove vzorky (ventilom smerom nahor) sa pripoji spojovacia siciastka,
na ktord sa nasadi flaSa na prendSanie vzoriek (hrdlom smerom nadol) astlati sa.
Flr'aSa na prenaSanie vzoriek sa naplni priblizne do dvoch tretin. Ak sa v désledku
vyrovnania tlaku precerpavanie predéasne prerusi, obnovi sa ochladenim fl'aSe na
prenaSanie vzoriek. Spojovacia siCiastka sa odpoji, naplnena fl'aSa sa odvézi
(,b" v gramoch) a ur¢i sahmotnost’ prenesengj aerosolovej vzorky m; (m; = b —a).
Takto ziskana vzorka méZe byt’ pouZita

a) nabeznu chemicku analyzu,

b) naanalyzu prchavych zlozZiek plynovou chromatografiou.

) Vyhl&ska Ministerstva hospodérstva Slovenskej republiky ¢. 330/2001 Z. z. o poZiadavkach na aeroslové
rozprasovace
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Chemicka analyza

FraSa na prenaSanie vzoriek sa pridrzi ventilom smerom nahor. Odplyni sa. Ak
odplynovacia operéacia spdsobi penenie, pouZije sa flaSa na prendSanie vzoriek, do
ktorgj sa injekénou striekackou cez spojovaciu siciastku dopredu prenieslo 5 g az
10 g 2-metoxyetanolu. Dokon¢i sa odstrénenie prchavych sGcasti bez strét,
pretrepavanim vo vodnom kupeli, udrZziavanom pri 40 °C. Spojovacia si¢iastka sa
odpoji a flaSa na prenéSanie vzoriek sa znova odvéZi (,,c*v gramoch), aby sa urcila
hmotnost” zvysku m, (m, = ¢ — a), pricom pri vypocéte hmotnosti zvysku sa od¢ita
hmotnost’ pouZitého 2—metoxyetanolu. FlaSsa na prendSanie vzoriek sa otvori
odstranenim ventilu. Cely zvySok sa rozpusti v znamom mnoZstve vhodného
rozpust'adla a s alikvotnou ¢ast'ou sa uskutoéni pozadované stanovenie.

V zorce pre vypocet
rm g
R= Z aQ= ﬂ
m, 100
Kde

m; je hmotnost’ aerosolu preneseného do fl'aSe na prendSanie vzoriek,
m, je hmotnost’ zvy3ku po zahriati na 40 °C,
r  jepercentudny podiel dang zlozky v m, (stanoveny podl'a prislusnel metody),
R jepercentuany podiel dangj zloZky v aerosole (v takej podobe, ako bol

prijaty),
Q jecelkovahmotnost’ danej zlozky v aerosdlovom rozprasovadi,
P jecistahmotnost’ povodného aerosolového rozprasovaca (zakladna vzorka).
Analyza prchavych ZloZiek plynovou chromatografiou
Princip - pomocou striekacky pre plynovu chromatografiu sa z fl'aSe na prenaSanie
vzoriek odoberie potrebné mnozstvo vzorky. Potom sa obsah striekacky nastrekne
do plynového chromatografu.
PrisluSenstvo - injek¢na striekacka pre plynovia chromatografiu série A2 na ,, presné
davkovanie vzoriek" sobjemom 25 m alebo 50 m (obrazok ¢. 5) alebo ekvivalent.
Této striekacka je na ihlovom konci vybavend posuvnym ventilom. Striekacka sa
pripga k vzorkovnici pomocou spojovace] suciastky na fl'ad apolyetylénove
hadicky (dizka 8 mm, vnitorny priemer 2 — 5 mm) na striekacke.
Postup - po odobrati prisusného mnoZstva aerosdlového vyrobku do flaSe na
prendSanie vzoriek sa kuzel'ovy koniec striekacky pripoji k precerpavace fr'asi, ako
je opisané v 5.4.2.2. Ventil sa otvori anaberie sa potrebné mnozstvo kvapaliny.
Niekolkonasobnym postvanim piestu sa odstrdnia bublinky plynu (ak je to
potrebné a striekatka sa ochladi). Ked' striekacka obsahuje potrebné mnozstvo
kvapaliny bez bubliniek, ventil sa uzavrie astriekacka sa odpoji od flaSe na
prenaSanie vzoriek. Nasadi sa ihla, striekatka sa vsunie do davkovacieho ventilu
plynového chromatografu, ventil sa otvori avzorka sa nastrekne.
Vnutorny Standard - ak sa vyZaduje vnatorny Standard, zavedie sa do fl'aSe na
prendSanie vzoriek (prostrednictvom obycajnegl skleneng striekacky s pouZitim
spojovace) stciastky).
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Obrazok ¢. 4
Vzorkovnica s objemom 50 az 100 ml
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Obréazok ¢. 5
Tlakovainjekéna striekacka na plyn



3. DOKAZ A STANOVENIE VOENEHO HYDROXIDU SODNEHO A HYDROXIDU

4.1
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4.2.4.

4.3.

DRASELNEHO
(Podra smernice Komisie 80/1335/EHS z 22. decembra 1980)

ROZSAH A OBLAST POUZITIA

Té&o metdda uréuje postup na dékaz volného hydroxidu sodného a/alebo hydroxidu
draselného v kozmetickych vyrobkoch, ktoré ho obsahuju vo vyznamnom mnoZstve
ana stanovenie volného hydroxidu sodného a/alebo draselného vo vyrobkoch na
narovhavanie vlasov avo vyrobkoch na odstraiovanie prinechtovej koze.

DEFINICIA

Obsah vorného hydroxidu sodného a hydroxidu draselného je definovany objemom
Standardng] kyseliny, potrebnegj na neutralizéciu vyrobku, za uréenych podmienok.
Vydedné mnoZstvo sa vyjadri ako hmotnostné percento volného hydroxidu
sodného.

PRINCIP

Vzorka sa rozpusti alebo rozdisperguje vo vode atitruje sa Standardnou kyselinou.

Slcasne s pridavanim kyseliny sa zaznamenava hodnota pH pre jednoduchy roztok

hydroxidu sodného alebo draselného je koncovy bod titrécie jednoznatne bodom

maximalnej zmeny zaznamenavanej hodnoty pH.

Jednoducha titratna krivka méze byt’ skreslena pritomnost’ou

a) Amoniaku alebo inych slabych organickych zasad, ktoré maju sami o sebe
pomerne plochd titraénd krivku. Amoniak sa odstrani odparenim za zniZzeného
tlaku pri laboratornej teplote.

b) Soli dabych kyselin, ktoré mézu spdsobit’, Ze titratnd krivka mé niekol'ko
inflexnych bodov. V takychto pripadoch len prva ¢ast’ krivky do prvého z tychto
inflexnych  bodov  odpovedd neutralizécii  hydroxidového  anionu,
pochadzaj iceho z vor'ného hydroxidu sodného alebo draselného.

Alternativny postup pre titraciu v alkohole je uvedeny pre pripad, ked je
pozorovana nadmerna interferencia sol'ami slabych anorganickych kyselin.Existuje
teoretickd moznost, Ze by mohli byt pritomné iné rozpustné silné zésady, napr.
hydroxid litny alebo hydroxidy kvartérnych amoéniovych soli, ktoré by monhli
spbsobit’ vysoké pH. Pritomnost’ takychto typov zésad v kozmetickych vyrobkov je
vel’'mi nepravdepodobna.

DOKAZ

Cinidlia

0,05M roztok dekahydratu tetraboritanu sodného - Standardny akalicky timivy
roztok s pH 9,18 pri 25 °C

Pristroje a pomdcky

Bezné laboratorne sklo

pH meter

Sklenena membranova elektroda

Standardnéa kalomel ové referencna el ektroda

Postup - pH meter selektrédami sa okalibruje s pouzitim Standardného timivého
roztoku. Pripravi sa 10 % roztok vo vode aebo vyrobok, uréeny na analyzu sa
rozdisperguje aprefiltruje sa. Odmeria sa pH. Ak je pH 12 alebo viac, musi sa
uskuto¢nit’ kvantitativne stanovenie.
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STANOVENIE

Titr&cia vo vodnom prostredi

Cinidlo

Standardna 0,1 N kyselina chlorovodikova

Pristroje a pomocky

Bezné laboratdrne sklo

pH meter pokial’ moZno so zapisovacom

Sklenend membranova elektréda

Standardna kal omel ova referencna el ektroda

Postup

Do 150 ml kadi¢ky sa presne navézi skisobna vzorkav rozmedzi 0,5 g az 1,0 g. Ak
je pritomny amoniak, prida sa niekol’ko varnych kamienkov, kadi¢ka sa umiestni do
vakuového exsikatora, evakuuje sa pomocou vodng vyvevy dovtedy, kym nie je
detekovatel’ny zapach amoniaku (asi tri hodiny). Prida sa 100 ml vody, odparok sa
rozpusti alebo rozdisperguje atitruje sa 0,1 N roztokom kyseliny chlorovodikovej
(5.1.1.1.) pri su¢asnom zaznamenavani zmeny hodnoty pH (5.1.2.2).

Vypocet

Na titratnych krivkach sa urcia inflexné body. Ak sa prvy zinflexnych bodov
nachadza pri pH niZzSom ako 7, vzorka neobsahuje hydroxid sodny alebo draselny.
Ak st na krivke dva aebo viac inflexnych bodov, iba prvy znich je relevantny.
ZapiSe sa spotreba titratného ¢inidla po prvy inflexny bod.

Kde

V  jeobjemtitratného cinidlav ml,

M  je hmotnost’ skiSobnej vzorky v g.

Vzorec pre vypocet obsahu hydroxidu sodného a/alebo draselného vo vzorke,
vyjadreny v hmotnostnych percentéch hydroxidu sodného
% =04 v

M
MoéZze nastat’ situacia, ked napriek néznaku pritomnosti urcitého mnozstva
hydroxidu sodného a/alebo draselného, titratna krivka neposkytuje jednoznacny
inflexny bod. V takom pripade sa stanovenie zopakuje v izopropylalkohole.
Titracia v izopropylalkohole
Cinidla
Izopropylakohol (propan-2-ol)
Standardny 1,0 N vodny roztok kyseliny chlorovodikovej
0,1 N kyselina chlorovodikova v izopropylalkohole, pripravena tesne pred pouZitim,
zriedenim Sandardného 1 N vodného roztoku kyseliny chlorovodikovej
izopropylakoholom.
Pristroje a pomdcky
Bezné laboratorne sklo
pH meter pokial’ mozno so zapisovacom
Sklenena membranova elektroda
Standardnéa kalomel ové referencna el ektroda
Postup - Do 150 ml kadicky sa presne navaZzi skuSobna vzorka v rozsahu 0,5 g
az 1,0 g. Ak je pritomny amoniak, prida sa niekol’ko varnych kamienkov, kadicka sa
umiestni do vakuového exsikatora, evakuuje sa pomocou vodng vyvevy dovtedy,
kym zapach amoniaku nie je detekovatelny (asi tri hodiny). Prida sa 100 ml
izopropylalkoholu, odparok sa rozpusti alebo rozdisperguje atitruje sa 0,1 N
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kyselinou chlorovodikovou v izopropylakohole (5.2.1.3) pri sG¢asnom
zaznamenavani zmeny pH (5.1.2.2).

Vypocet

Akov 5.1.4. Prvy inflexny bod je pri pH okolo 9.

OPAKOVATELNOST )

Pri obsahu hydroxidu sodného alebo draselného v rozmedzi okolo 5 % (hmot.) ako
hydroxid sodny rozdiel medzi vysledkami dvoch paralelne uskuto¢nenych stanoveni
nate istej vzorke nesmie presiahnut’ v absoltnej hodnote 0,25 %.

) STN ISO 5725-1 Presnost’ (spravnost’ a zhodnost) metéd a vysledkov merania. Cast’ 1: V&eobecné zésady a
definicie, STN 1SO 5725-2 Presnost’ (spravnost’ a zhodnost) metod a vysledkov merania. Cast’ 2: Zékladna
metdda stanovenia opakovatelnosti a reprodukovatel’'nosti normalizovang) metddy merania, STN 1SO 5725-
3 Presnost’ (spréavnost a zhodnost) metdd a vysledkov merania. Cast 3: Medzil'ahlé miery zhodnosti
normalizovangj metddy merania, STN SO 5725-4 Presnost’ (spravnost’ a zhodnost) metéd a vysledkov
merania. Cast’ 4: Zakladné metddy stanovenia spravnosti normalizovanej metddy merania, STN 1SO 5725-5
Presnost (spravnost a zhodnost) metdd a vysledkov merani. Cast 5: Alternativne metddy stanovenia
zhodnosti normalizovangl metédy merania, STN 1SO 5725-6 Presnost’ (spravnost a zhodnost) metdd a
vysledkov merania. Cast’ 6: PouZitie hodndt mier presnosti v praxi.
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4.DOKAZ A STANOVENIE KYSELINY STAVEDZOVEJ A JEJ ALKALICKYCH

4.1.
4.2.
4.3.
4.4.
4.5.
4.6.
4.7.
4.8.
4.9.
4.10.
4.11.
4.12.
4.13.

5.1
5.2.
5.3.
5.4.
5.5.
5.6.
5.7.
5.8.
5.9.
5.10.
5.11.
5.12.

SOLi VO VYROBKOCH NA STAROSTLIVOST O VLASY
(Podra smernice Komisie 80/1335/EHS z 22. decembra 1980)

ROZSAH A OBLAST POUZITIA

NiZSie opisana metoda je vhodna na stanovenie a dokaz kyseliny &'avelovel ajej
alkalickych soli vo vyrobkov uréenych na starostlivost’ o viasy. MéZe byt pouZita
pri bezfarebnych vodnych/alkoholickych roztokoch alotionoch, ktoré obsahuju
okolo 5% kysdliny Stavelove] alebo ekvivalentné mnozstvo alkalickych
Stavelanov.

DEFINICIA
Obsah kyseliny Stavelove] a/alebo jg akalickych soli stanoveny touto metédou sa
vyjadri ako hmotnostné percento vor'ngl kyseliny Stavel’ovej vo vzorke.

PRINCIP

Po odstraneni vSetkych pritomnych anidnovych povrchovo aktivnych |éatok
shydrochloridom p-toluidinu sa kyselina $t'avelova a/debo avelany vyzrézagju
ako Savelan vépenaty, po ¢om sa roztok prefiltruje. Zrazenina sa rozpusti
v kyseline sirove atitruje sa manganistanom draselnym.

CINIDLA

V&etky ¢inidla musia byt” analyticky cisté.
5 % (hmot.) roztok octanu aménneho

10 % (hmot.) roztok chloridu vapenatého
95 % (obj.) etanol

Chlorid uhlicity

Dietyléter

6,8 % (hmot.) roztok dihydrochloridu p-toluidinu
0,1 N roztok manganistanu draselného
20 % (hmot.) kyselina sirova

10 % (hmot.) kyselina chlorovodikova
Trihydrat octanu sodného

Ladové kyselina octova

Kyselinasirova (1:1)

Nasyteny roztok hydroxidu barnatého

PRISTROJE A POMOCKY

Odder’ovacie lieviky 500 ml

Kadi¢ky 50 ml a600 ml

Sklenené filtracné tégliky G-4

Odmerné valce 25 ml a 100 ml

Pipety 10 ml

Odsavacie banky 500 ml

Vodnavyveva

Teplomer deleny od 0 do 100 °C
Magnetické mieSadlo s vyhrievacim telesom
M agnetické mieSadielka, potiahnuté teflbnom
Byreta 25 ml

KuZzelovité banky 250 ml
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6.2.

6.3.

6.4.

6.5.

6.6.

6.7.

6.8.

POSTUP

Do 50 ml kadicky sanavédZzi okolo 6 az 7 g vzorky, pH sa upravi zriedenou
kyselinou chlorovodikovou (4.9.) na 3 asplachne sa 100 ml destilovanej vody do
oddel’ovacieho lievika. Jeden po druhom sa prida 25 ml etanolu (4.3.), 25 ml
roztoku dihydrochloridu p-toluidinu (4.6.) a25 az 30 ml chloridu uhli¢itého (4.4.)
a zmes saintenzivne pretrepe.

Po oddeleni f&z sa odpusti doln& organicka faza, spouzitim cinidiel uvedenych
v 6.1. sa extrakcia zopakuje a znova sa odpusti organicka féaza.

Vodny roztok sa zmyje do 600 ml kadicky astde pritomny zvy3ok chloridu
uhli¢itého sa odstrani prevarenim roztoku.

Prida sa 50 ml roztoku octanu aménneho (4.1.), roztok sa zahreje do varu (5.9.) aza
mieSania sa do roztoku vo vare prida 10 ml hortceho roztoku chloridu vépenatého
(4.2.); zrazenina sa necha usadit’.

Pridanim niekorkych kvapiek roztoku chloridu vépenatého (4.2.) sa overi, ¢i je
vyzrézanie Uplné, necha sa ochladit’ na laboratornu teplotu a potom sa za mieSania
(5.10.) prida 200 ml etanolu (4.3.); necha sa sté&’ 30 mindt.

Prefiltruje sa cez skleneny filtracny téglik (5.3.), zrazenina sa prenesie malym
mnozstvom horucej vody (50 aZz 60 °C) na filter téglika azrazenina sa premyje
studenou vodou.

Zrazenina sa parkrat premyje malym mnozstvom etanolu (4.3.), potom pétkrat
maym mnoZzstvom dietyléteru (4.5.) azrazenina sa rozpusti v 50 ml horlce
kyseliny sirove (4.8.) presatim kyseliny cez filter téglika za znizeného tlaku.

Roztok sa kvantitativne prenesie do kuzel'ovitej banky (5.11.) atitruje sa roztokom
manganistanu draselného (4.7.), kym sa nesfarbi na slabo ruzovo.

VYPOCET
Obsah vzorky vyjadreny ako hmotnostné percentd kyseliny 'avel'ove) sa vypocita
podl'avzorca

% kysdliny &avelovej = A’ 4,50179" 100

E” 1000
Kde
A je spotreba 0,1 N roztoku manganistanu draselného (6.8.),
E je mnozstvo skiSobnel vzorky v gramoch (6.1),

4,50179 je prepocitavaci faktor pre kyselinu &'avel'ova.

OPAKOVATELNOST )

Pri obsahu kyseliny &tavelovej okolo 5 %, rozdiel medzi vysledkami dvoch
paraelne uskutocnenych stanoveni na tel istg vzorke nesmie presiahnut
v absolUtnegj hodnote 0,15 %.

DOKAZ

Princip

Kyselina Stavelova alalebo Savelany sa vyzrédZzaju ako Stavelan vépenaty
arozpusti sa v kyseline sirovel. Do roztoku sa prida malé mnozstvo manganistanu
draselného, ktory sa odfarbuje aspbsobuje vznik oxidu uhli¢itého. Ked’ sa
vznikguci oxid uhli¢ity prepusta cez roztok hydroxidu bérnatého, vznika biela
zrazenina (mliecny zakal) uhlic¢itanu barnatého.
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9.2

9.2.1
9.2.2.

9.23.

9.24.

9.2.5.

Postup

Skusobné vzorka urcend na analyzu sa spracuje podl'a postupu v ¢astiach (6.1. aZ
6.3.); tym sa odstrania akékol'vek pritomné detergenty.

K priblizne 10 ml roztoku, ziskaného podra 9.2.1. sa prida za $picku Spachtle octanu
sodného (4.10.) aroztok sa okysli niekol’kymi kvapkami 'adove kyseliny otcove)
(4.11).

Prida sa 10 % roztok chloridu vépenatého (4.2.) aprefiltruje sa. Stavel'an vépenaty
sarozpusti v 2 ml kyseliny sirovej (1:1) (4.12.).

Roztok sa prenesie do skimavky apo kvapkach sa prida as 0,5 ml 0,1 M roztoku
manganistanu draselného (4.7.). Ak si pritomné &avelany, roztok sa odfarbuje
najskor pomaly a potom rychlo.

Ilhned’ po pridani manganistanu draselného sa skimavka uzavrie vhodnou zétkou so
sklenenou trubickou, obsah sa mierne zahrieva avznikguci oxid uhli¢ity sa
zachytdva do nasyteného roztoku hydroxidu bérnatého (4.13.). Objavenie sa
mliecneho zakalu uhli¢itanu béarnatého do troch az piatich mindt je ddkazom
pritomnosti kyseliny Stavel'ovey.
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4.1.
4.2.
4.3.
4.4.
4.5.
4.6.

4.7.

5.1
5.2.
5.3.
5.4.
5.5.
5.6.

S.7.

6.1.
6.1.1.

5. STANOVENIE CHLOROFORMU V ZUBNYCH PASTACH
(Podra smernice Komisie 80/1335/EHS z 22. decembra 1980)

ROZSAH A OBLAST POUZITIA

Tato metdda sa pouziva na stanovenie chloroformu v zubnych pastach plynovou
chromatografiou. T&o metdda je vhodnd na stanovenie chloroformu s Uroviiami
obsahu 5 % amengj.

DEFINICIA
Obsah chloroformu stanoveny touto metddou sa vyjadri v hmotnostnych percentéch
vyrobku.

PRINCIP

Zubna pasta sa suspenduje v zmesi dimetylformamid/metanol, do ktorgl sa prida
Zname mnoZzstvo acetonitrilu ako vnatorného Standardu. Po odstredeni na centrifige
sa cast’ kvapalne fazy podrobi plynovel chromatografii avypogita sa obsah
chloroformu.

CINIDLA

V&etky cinidla musia byt’ analyticky ¢isté.

Porapak Q, Chromosorb 101 alebo ekvivalent, 80 az 100 mesh

Acetonitril

Chloroform

Dimetylformamid

Metanol

Roztok vnatorného Standardu - do 50 ml odmerng banky sa napipetuje 5 mi
dimetylformamidu (4.4) aprida sa as 300 mg (,M*“ v miligramoch) acetonitrilu.
Doplni sa po znacku dimetylformamidom a premieSa sa

Roztok na stanovenie relativneno odozvového faktora - do 10 ml odmerngj banky
sa napipetuje presne 5 ml roztoku vnatorného Standardu (4.6.) aprida saasi 300 mg
(-M1" v miligramoch) chloroformu. Doplni sa po znatku dimetylformamidom
apremiesasa.

PRISTROJE A POMOCKY

Analytické vahy

Plynovy chromatograf s plamenovo-ionizacnym detektorom

Mikrostriekac¢ky 5 az 10 m, delené po 0,1 m

Nedelené pipety 1, 4 a5 ml

Odmerné banky10 a 50 ml

Skimavky 20 ml so skrutkovacimi uzévermi, Sovirel France ¢. 20 alebo
ekvivalent, Skrutkovaci uzéver ma vnuatornl tesniacu platnicku pokrytl z jedne)
strany teflbnom

Centrifuga

POSTUP

Vhodné podmienky pre plynovi chromatografiu
Materid kolony  sklo

Dizka 150cm

Vndtorny priemer 4 mm

Vonkg§i priemer 6 mm
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6.1.2.

6.1.3.

6.1.4.

6.1.5.

6.1.6.

6.2.

6.3.

6.3.1.

6.3.2.

6.3.3.

6.3.4.

6.3.5.

7.1.

7.1.1.

7.1.2.

Kolona sa naplni pomocou vibrdtora Porapakom Q, Chromosorb 101 alebo
ekvivalentom, 80 az 100 mesh (4.1.), upraveného kyselinou.

Citlivost’ plameiiovo-ionizaéného detektora sa nastavi tak, aby po nastreknut|3 m
roztoku (4.7.) vySka piku acetonitrilu siahala asi do troch Stvrtin maximane)
vychylky.

Plyny

Nosny plyn - dusik, prietokova rychlost’ 65 ml/min

Prietok plynov do detektora sa nastavi tak, Ze prietok vzduchu alebo kyslika je pét-
az desat’krét v&csi ako prietok vodika.

Teplota
Déavkovaci ventil 210° C
Detektor 210°C

Kolbnova pec 175°C

Rychlost’ zapisovaca - okolo 100 cm za hodinu.

Priprava vzorky

Na analyzu sa pouZije neporuSend uzatvorend tuba, odstrani sa jedna tretina obsahu,
tube sa uzavrie, obsah sa starostlivo premieSa a potom sa odoberie skiSobna vzorka.
Stanovenie

Do skimavky so skrutkovacim uzaverom (5.6.) sa spresnostou na 10 mg navaZi
6az 749 (,M¢" v gramoch) zubne pasty, pripraveng v stlade s (6.2.) apridaja sa tri
mal é sklenené gul'dcky.

Do skimavky sa napipetuje presne 5 ml roztoku vnutornénho Standardu (4.6.), 4 ml
dimetylformamidu (4.4.) al ml metanolu (4.5.). Skimavka sa uzavrie apremiesa
sa

Pretrepdva sa pol hodiny na mechanicke] trepatke auzavreta skimavka sa
odstred’uje 15 minut na centrifige pri takeg rychlosti, ktora spdsobi Uplni separéciu
féz.

Poznamka: Niekedy sa moze stat’, Ze kvapalna féza g po odstred’ovani na centrifige
ostava stale zakalend Urcité vylepSenie sa mdZze dosiahnut’ pridanim 1 az 2 g
chloridu sodného do kvapalng fazy, necha sa usadit aznova sa odstredi na
centrifuge.

Zapodmienok podra 6.1. sa nastreknu 3 mi tohto roztoku (6.3.3.). Téo

operécia sa zopakuje. Za vysSie opisanych podmienok méZu byt pre usmernenie
uvedené nasledovné retencneé casy

metanol priblizne jedna minuta,
acetonitril priblizne 2,5 minuty,
chloroform priblizne Sest’ mindit,

dimetylformamid > 15 minut.

Sanovenie relativneho odozvového faktora

Pre stanovenie tohto faktora sa nastrekni 3 m roztoku (4.7.). Tao operécia sa
zopakuje. Relativny odozvovy faktor sa stanovuje denne.

VYPOCTY

Vypocet relativngl odozvy

Zmeria sa vy3ka aSirka v poloviéng vyske pre piky acetonitrilu achloroformu
avypocita sa plocha oboch pikov podra vzorca vyska ~ Sirka v polovi¢ne
vyske.

Stanovi sa plocha pikov acetonitrilu achloroformu v chromatogramoch ziskanych
v sllade s ¢ast’'ou (6.3.5.) arelativna odozva fs sa vypocita podl'a vzorca
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7.2.
7.2.1.

1.2.2.

¢ o AsMi _ Asx7 oM

° MssAi M1 XA

Kde

fs  jerelativny odozvovy faktor pre chloroform,

As jeplocha piku chloroformu (6.3.5),

Ai jeplocha piku acetonitrilu (6.3.5),

Ms je mnozstvo chloroformu v mg na 10 ml roztoku uvedeného v ¢astiach 6.3.5.
(M1)1

Mi je mnoZstvo acetonitrilu v mg na 10 ml roztoku uvedeného v castiach 6.3.5.
(/10M).

Z odcitanych hodnét sa vypocita priemerna hodnota.

Vypocet obsahu chloroformu

Z chromatogramov, ziskanych v ¢astiach 6.3.4. sa v stlade sbodom 7.1.1. vypocita

plocha piku chloroformu a acetonitrilu.

Obsah chloroformu v zubnej paste sa vypocita podl'a vzorca

%X:ﬂloo%: ASXNI
fXM_ A f_xAi "M, 2100

S SX

Kde

% X je obsah chloroformu v zubngj paste vyjadreny v hmotnostnych percentéch,

As jeplochapiku chloroformu (6.3.4),

Ai  jeplochapiku acetonitrilu (6.3.4),

M« je mnozstvo vzorky uvedeng) v 6.3.1 v mg (1 000 Mo),

Mi  je mnozstvo acetonitrilu v mg na 10 ml roztoku pripravenom v stilade s 6.3.2
(/20 M).

Zo zistenych hladin Urovne obsahu sa s presnostou na 0,1 % vypocita priemerna

hodnota.

OPAKOVATELNOST )

Pri obsahu chloroformu okolo 3 % rozdiel medzi vysledkami dvoch paralelne
uskutoc¢nenych stanoveni nategj istgl vzorke nesmie presiahnut’ v absolUtnej hodnote
0,3 %.

17



6. STANOVENIE ZINKU

(Podra smernica Komisie 80/1335/EHS z 22. decembra 1980, zmenena a doplnena smernicou

4.1.

4.2.
4.3.
4.4.
4.5.

4.6.

4.7.

5.1
5.2.
5.3.
5.4.
5.5.
5.6.
5.7.
5.8.
5.9.

5.10.
5.11.
5.12.

Komisie 87/143/EHS z 10. februara 1987)

ROZSAH A OBLAST POUZITIA

Té&o metéda je vhodna na stanovenie zinku, pritomného ako chlorid, siran alebo
4-hydroxybenzénsulfonat, alebo ako zmes niekolkych tychto zinoc¢natych soli,
v kozmetickych vyrobkoch.

DEFINICIA
Obsah zinku vo vzorke sa stanovi gravimetricky ako bis(2-metyl-8-chinolyloxid) a
vyjadri sav hmotnostnych percentéch zinku vo vzorke.

PRINCIP
Zinok pritomny vo vzorke sa vyzréZza v kyslom prostredi ako bis(2-metyl-8-
chinolyloxid) zino¢naty. Po odfiltrovani sa zrazenina vysusi a odvézi.

CINIDLA

V&etky ¢inidla musia byt” analyticky cisté.

25 % (hmot.) koncentrovany roztok amoniaku; d% =0,91

Ladové kyselina octova

Octan amonny

2-Metylchinolin-8-ol

6 % (m/v) roztok amoniaku - 240 g koncentrovaného amoniaku (4.1.) sa prenesie do
1 000 ml odmerngj banky, doplni sa destilovanou vodou po znacku a premiesa sa.
0,2 M roztok octanu amoénneho - 154 g octanu aménneho (4.3.) sa rozpusti
v destilovangj vode, doplni sav 1 000 ml odmerngj banke po znatku a premieSa sa.
Roztok 2-metylchinolin-8-olu - 5 g 2-metylchinolin-8-olu sa rozpusti v 12 ml
ladovel kyseliny octovel adestilovanou vodou sa prenesie do 100 ml odmernegj
banky. Doplni sa destilovanou vodou po znac¢ku a premiesa sa.

PRISTROJE A POMOCKY

Odmerné banky 100 a1 000 ml

Kadicky 400 ml

Odmerné valce 50 a 150 ml

Delené pipety 10 ml

Sklenené filtracné tégliky G-4

V akuoveé banky 500 ml

Vodnavyveva

Teplomer deleny od 0 do 100 ° C
Exsikdtor svhodnym suSidiom a indikdtorom vlhkosti, napr. silikagél aebo
ekvivalent

Susicka s reguléciou teploty na150 + 2 °C
pH meter

Vyhrievacia platha

POSTUP
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6.1.1
6.1.2

6.2.

6.3.

6.4.

6.5.

6.6.
6.7.

Do 400 ml kadi¢ky sanavézi 5 az 10 g (,M*“ v gramoch) vzorky uréenej na analyzu,
obsahujuce] priblizne 50 az 100 mg zinku, pridd sa 50 ml destilovang vody
apremiesasa.

Zmes sa podl'a potreby prefiltruje pomocou vyvevy afiltrat sa zachyti.

Extrakcia sa opakuje sd’asimi 50 ml destilovangj vody, prefiltruje sa a filtraty sa
zZlkcia.

Na kazdych 10 mg zinku pritomného v roztoku (6.1.2.) sa prida 2 ml roztoku
2-metylchinolin-8-olu (4.7.) apremieSa sa.

Zmes sa zriedi 150 ml destilovang] vody, zahreje sa na teplotu 60 ° C (5.12.) aza
staleho mieSania sa prida 45 ml 0,2 M roztoku octanu amonneho (4.6.).

pH roztoku sa upravi za staleho mieSania 6 % (hmot.) roztokom amoniaku (4.5.) na
5,7 az 5,9. Nameranie pH roztoku sa pouzije pH meter.

Roztok sa necha stat” 30 minut. Prefiltruje sa pomocou vodnej vyvevy cez G-4 filter
téglika, ktory sa vopred vysusi (150 ° C) apo ochladeni odvéZi (,My"“ v gramoch).
Zrazenina sa premyje 150 ml 95 ° C destilovangj vody.

Téglik saumiestni do suSicky, nastavenej na 150 °C a susi sa jednu hodinu.

Téglik sa vyberie zo sudicky, umiestni sa do exsikétora (5.9.) apo ochladeni na
laboratérnu teplotu sa uréi jgj hmotnost’ (,M1“ v gramoch).

VYPOCTY
Obsah zinku vo vzorke v hmotnostnych percentach sa vypocita podl'a vzorca
(M,-M,) 17,12

M

% zinku =

Kde

M  je hmotnost’ vzorky odobratej (6.1) v gramoch,

Mo jehmotnost’ préazdneho a suchého téglika s filtrom (6.5) v gramoch,
M; jehmotnost téglika s filtrom a zrazeninou (6.7) v gramoch.

OPAKOVATELNOST )

Pri obsahu zinku okolo 1 % (hmot.) rozdiel medzi vysledkami dvoch paralelne
uskutoc¢nenych stanoveni natej istel vzorke nesmie presiahnut’ v absolUtnej hodnote
0,1 %.
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7.DOKAZ A STANOVENIE KYSELINY 4-HYDROXYBENZENSUL FONOVEJ

4.1.

4.2.
4.3.
4.4.
4.5.
4.6.
4.7.
4.8.
4.9

4.10.
4.11.
4.12.
4.13.
4.14.
4.15.
4.16.

4.17.

4.18.

5.1
5.2.
5.3.

(Podra smernice Komisie 80/1335/EHS z 22. decembra 1980)

ROZSAH A OBLAST POUZITIA
Téato metdda je vhodna na dokaz a stanovenie kyseliny 4-hydroxybenzénsulfénovej
v kozmetickych vyrobkoch, ako su aerosdly a plefove lotiony.

DEFINICIA
Obsah kyseliny 4-hydroxybenzénsulfénovej, stanoveny v stlade s touto metédou sa
vyjadri v hmotnostnych percentdch bezvodého zinkium 4-hydroxybenzénsulfonétu
Vo vyrobku.

PRINCIP

SkuSobna vzorka sa zahusti za znizeného tlaku, rozpusti vo vode aprecisti
extrakciou chloroformom. Stanovenie kyseliny 4-hydroxybenzénsulfonovel sa
uskutoc¢ni jodometricky na alikvotnej ¢asti prefiltrovaného vodného roztoku.

CINIDLA

V&etky ¢inidla musia byt” analyticky cisté.

36 % (hmot.) koncentrovana kyselina chlorovodikova (d% =1,18)

Chloroform

Butan-1-ol

Ladové kyselina octova

Jodid draselny

Bromid draselny

Uhli¢itan sodny

Kyselina sulfanilova

Dusitan sodny

0,1 N roztok bromi¢nanu draselného

0,1 N roztok tiosiranu sodneho

1 % (m/v) vodny roztok Skrobu

2 % (m/v) vodny roztok uhli¢itanu sodného

4,5 % (m/v) vodny roztok dusitanu sodného

0,05 % (m/v) roztok ditizonu v chloroforme

Vyvijacie rozpustadlo - butdn-1-ol/fadovd kyselina octové/voda (4:1:5
v objemovych dieloch). Po zmieSani v oddel’ovacom lieviku sa odstrani dolnafaza.
Paulyho ¢inidlo - 4,5 g kyseliny sulfanilovej (4.8.) sa za zahrievania rozpusti v 45
ml koncentrovang kyseliny chlorovodikovej (4.1.) aroztok sa zriedi vodou do 500
ml. 10 ml roztoku sa ochladi v nadobe sl'adovou vodou aza stéleho mieSania sa
prida 10 ml ochladeného roztoku dusitanu sodného (4.14.). Roztok sa necha stat’ 15
minat pri 0 °C (pri tejto teplote ostava roztok stabilny jeden az tri dni) atesne pred
nanesenim (7.5.) sa prida 20 ml roztoku uhli¢itanu sodného (4.13.).

Hotové celulézové platne pre tenkovrstvovi chromatografiu; rozmery 20~ 20 cm,
hrdbka vrstvy adsorbentu 0,25 mm

PRISTROJE A POMOCKY

Banky s gur'atym dnom so z&brusovou sklenenou zétkou 100 ml
Oddel'ovaci lievik 100 ml

Kuzel'ovita banka so zabrusovou sklenenou zatkou 250 ml
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5.4.
5.5.
5.6.
5.7.
5.8.
5.9.
5.10.
5.11.

7.2.

7.3.
7.4.

71.5.

8.2.

8.3.
8.4.

8.5.
8.6.

8.7.

Byreta 25 ml

Nedelené pipety 1, 2a10 ml

Delené pipeta5 ml

Mikrostriekacka 10 mi, delena po 0,1 mi

Teplomer, deleny od 0 do 100 ° C

Vodny kupel’, vybaveny vyhrievacim telesom

Susi¢ka s dobrym vetranim, nastavitelndna 80 ° C

BeZna aparatira na uskuto¢nenie tenkovrstvove] chromatografie

PRIPRAVA VZORKY

Pri niZzSie opisangg metdde na dbkaz astanovenie kyseliny 4-hydroxybenzén-
sulfénove v aerosdloch sa pouZije zvy3ok, ziskany uvolnenim tych rozpustadiel
a hnacich plynov z aerosdlu, ktoré samdzu odparit’ za norma neho tlaku.

DOKAZ

S pomocou mikrostriekacky (5.7.) sa na kazdy zo Siestich bodov na ciare Startu, vo
vzdialenosti 1 cm od spodného okraja tenkovrstvovej platne (4.18.), nanesie po 5 ni
odparku (6.) alebo vzorky.

Platha sa umiestni do vyvijacej komory, ktord uz obsahuje vyvijacie rozpustadlio
(4.16.) avyvijasa, kym ¢elo rozpustadla nedosiahne 15 cm od ¢iary Startu.

Platna sa vyberie z klpel'a avysusi sapri 80 °C, dovtedy, kym uz nie sl vnimatel'né
pary kyseliny octove. Platha sa postrieka roztokom uhlic¢itanu sodného (4.13)
avysusi sa navzduchu.

Jedna polovica platne sa prikryje sklenenou platiou aneprikryta ¢ast’ sa postrieka
0,05% roztokom ditizonu (4.15.). Objavenie sa fialovo cervenych Skvin na
chromatograme je dékazom pritomnosti zino¢natych iénov.

Postriekand polovica platne sa prikryje sklenenou platnou adruha polovica sa
postricka Paulyho  ¢inidlom (4.17.). Doékazom pritomnosti  kyseliny
4-hydroxybenzénsulfonovej je objavenie sa ZIto hnedych Skvin s Rg hodnotou okolo
0,26, kym ZIté skvrny sRg hodnotou okolo 0,45 na chromatograme st dokazom
pritomnosti kyseliny 3-hydroxybenzénsulfénovey.

STANOVENIE

Do 100 ml banky s gul'atym dnom sa navaZi 10 g vzorky aebo zvy3ku (6.) a odpari
sa na vodnom kupeli, vyhriatom na 40 °C na rotacnej vakuovej odparke za vakua
takmer do sucha.

Do banky sa napipetuje 10,0 ml (,V:* v mililitroch) vody azvySok po odpareni
(8.1.) saza zahrievaniarozpusti.

Roztok sa kvantitativne prenesie do oddel’'ovacieho lievika (5.2.) avodny roztok sa
extrahuje dvakrat 20 ml davkami chloroformu (4.2.). Chloroformové féza sa po
kazdej extrakcii odstrani.

Vodny roztok sa prefiltruje cez skladany filter. V zavidosti od o¢akavaného obsahu
kyseliny hydroxybenzénsulfénove sa do 250 ml kuzel'ovite) banky (5.3.) napipetuje
1,0az2,0ml (,V2* v mililitroch) filtrdtu a zriedi sado 75 ml vodou.

Prida sa 2,5 ml 36 % kyseliny chlorovodikovel (4.1.) a2,5 g bromidu draselného
(4.6.), premieSa sa aroztok sanavodnom kupeli zahreje nateplotu 50 °C.

Z byrety sa pridava 0,02 N roztok bromi¢nanu draselného (4.10.), kym sa roztok
zahriaty na 50 °C nesfarbi na Zlto.

Pridgju sa d’alSie 3,0 ml roztoku bromi¢nanu draselného (4.10.), banka sa zazétkuje
anecha sa sta’ 10 minat na vodnom kupeli pri 50 °C. Ak roztok po 10 minatach
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strati sfarbenie, pridaju sa dadie 2,0 ml roztoku bromi¢nanu draselného (4.10.),
banka sa zazétkuje a zahrieva sa 10 mindt na vodnom kupeli, zahriatom na 50 °C.
Zaznamena sa celkové mnozstvo pridaného roztoku bromi¢nanu draselného (a).

8.8. Roztok sa ochladi na laboratornu teplotu, pridgju sa 2,0 g jodidu draselného (4.5.)
apremiesasa.

8.9. Vzniknuty jod sa titruje 0,1 N roztokom tiosiranu sodného (4.11.). Pred koncom
titracie sa prida niekol'ko kvapiek roztoku skrobu (4.12.), ako indikétor. Zaznamena
sa spotrebované mnoZzstvo roztoku tiosiranu sodného (b).

Q. VYPOCET
Obsah  zinkium-hydroxybenzénsulfondtu vo vzorke aebo vo zvysku (6.)
v hmotnostnych percentéch sa vypocita podl'avzorca

(a-b)” V,” 0,00514" 100
m”V,

% zinkium hydroxybenzénsulfonatu =

Kde

a je celkové mnozstvo pridaného 0,1 N roztoku bromi¢nanu draselného
v mililitroch (8.7.),

b  jemnozstvo 0,1 N roztoku tiosiranu sodného spotrebovaného na spatnu titraciu
(8.9.), v mililitroch,

m je mnoZstvo anayzovaného vyrobku alebo odparku (8.1.), vyjadreného
v miligramoch,

V1 jeobjem roztoku ziskaného v silade s 8.2, vyjadreny v mililitroch,

V, je objem rozpusteného zvySku po odpareni, pouZitého na anayzu (8.4.),
vyjadreny v mililitroch.

V pripade aerosdlov sa vysledok hmotnostnych percent odparku (6.) musi vyjadrit’

vzhr'adom na pévodny vyrobok. Za G¢elom tohto prepoctu sa uvedie odkaz na odber

vzoriek z aerosolov.

10. OPAKOVATELNOST ?)
Pri obsahu zinkium-hydroxybenzénsulfondtu okolo 5 %, nesmie rozdiel medzi
vysledkami dvoch paralelne uskutoc¢nenych stanoveni nate istej vzorke presiahnut’
absolutnu hodnotu 0,5 %.

11. INTERPRETACIA VY SLEDKOV

Podl'a osobitného predpisu?®) je najy&§ie povoleny obsah zinkium 4-hydroxy-
benzénsulfondtu v pletovych lotionoch adezodorantoch 6 % (hmot.). Toto
vyjadrenie znamend, Ze popri obsahu kyseliny hydroxybenzénsulfonovej sa musi
stanovit’ obsah zinku. Vynasobenim vypocitaného obsahu zinkium-hydroxybenzén-
sulfonatu (9) faktorom 0,1588 sa ziska minimany obsah zinku v hmotnostnych
percentach, ktory musi byt’ teoreticky pritomny vo vyrobku vzh'adom na stanoveny
obsah kyseliny hydroxybenzénsulfénovej. Skutocény obsah zinku, stanoveny
gravimetricky, vSak modze byt vysSi, pretoze v kozmetickych vyrobkoch méze byt
pouZity g chlorid zino¢naty a siran zinoc¢naty.

% Vyhl&ka Ministerstva zdravotnictva Slovenskej republiky & 156/2004, ktorou sa ustanovujii poZiadavky
na kozmetické vyrobky
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8. DOKAZ OXIDACNYCH CINIDIEL A STANOVENIE PEROXIDU VODIKA VO
VYROBKOCH VLASOVEJKOZMETIKY
(Podra smernica Komisie 82/434/EHS zo 14. m§a 1982)

UCEL A OBLAST POUZITIA
Jodometrické stanovenie peroxidu vodika v kozmetike je moZné len v nepritomnosti
ostatnych oxidacnych cinidiel, ktoré vytvaraju jod z jodidov. V désledku toho je
pred jodometrickym stanovenim peroxidu vodika potrebné detekova’
aidentifikovat’ kazdé iné pritomné oxidacné ¢inidlo. Tento dékaz pozostava z dvoch
féz, kde prva zahiia peroxosirany, bromi¢nany a peroxid vodika a druha peroxid
barnaty.

A.DOKAZ PEROXOSIRANOV, BROMICNANOV A PEROXIDU VODIKA

1. PRINCIP
Peroxosiran sodny, peroxosiran draselny aperoxosiran amonny; bromi¢nan
draselny, bromi¢nan sodny aperoxid vodika g ten, ktory pochadza z peroxidu
barnatého, sa dokazuju zostupnou papierovou chromatografiou s pouzitim dvoch
vyvijacich rozpustadiel.

2. CINIDLA
V&etky cinidla musia byt’ analyticky cisté.
21 0,5 % (m/v) vodné referencné roztoky nasledovnych zlt¢enin

2.1.1.  Peroxosiran sodny

2.1.2.  Peroxosiran draselny

2.1.3.  Peroxosiran aménny

2.1.4. Bromi¢nan draselny

2.1.5.  Bromi¢nan sodny

2.16. Peroxid vodika

2.2. Vyvijacie rozpustadio A - 80 % (obj.) etanol

2.3. Vyvijacie rozpustadio B - benzén/metanol/3-metylbutan-1-ol/voda (v objemovych
dieloch 34:38:18:10)

2.4. Detekéné ¢cinidlo A - 10 % (m/v) vodny roztok jodidu draselného

2.5. Detekené ¢inidlo B - 1 % (m/v) vodny roztok Skrobu

2.6. Detekéné ¢inidlo C - 10 % (hmot.) roztok kyseliny chlorovodikove

2.7. 4 N roztok kyseliny chlorovodikovej

3. PRISTROJE A POMOCKY

3.1 Chromatograficky papier (Whatman ¢. 3 a 4 aebo ich ekvivalent)
3.2. Mikropipeta 1m

3.3. Odmerné banky 100 mi

3.4. Skladané filtre

3.5. Vyvijacia komora na zostupnl papierovu chromatografiu

4. PRIPRAVA VZORKY

4.1. Vyrobky rozpustné vo vode
Z kazdej vzorky sa pripravia dvaroztoky rozpustenim 1g a 5g vyrobku v 100 ml
vody. 1m kazdého ztychto roztokov sa pouZije na papierovd chromatografiu,
opisanu v (5.).
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4.2. Vyrobky malo rozpustné vo vode

421. 1gab5 g vzorky sadisperguje v 50 ml vody, obidve disperzie sa doplnia do 100
ml vodou, premieSgju sa a prefiltruju cez skladany filter (3.4.). Na uskutocnenie
papierovej chromatografie, opisang) v odseku 5 sapouzije 1 ml kazdého z filtrétov.

4.2.2. ESteraz sapripraviadve disperzie z kazdeg vzorky, dispergovanim1ga5gv 50 mi
vody. Okyslia sa zriedenou kyselinou chlorovodikovou (2.7.), doplnia vodou do
100 ml apremieSgju sa. Disperzie sa prefiltruja cez skladany filter (3.4.) a na
uskutocnenie papierovej chromatografie, opisangj v odseku 5, sa pouzije po 1 mni
kaszdého z filtrétov.

4.3. Krémy
V 100 ml vody sa disperguje 5 g a20 g kazdého vyrobku a na uskuto¢nenie
papierovej chromatografie, opisang v odseku 5, sa pouZiju tieto disperzie.

5. METODA

5.1. Na uskutocnenie zostupnej papierovel chromatografie sa da primerané mnozstvo
rozpistadiel A (2.2) aB (2.3) do dvoch samostatnych chromatografickych
vyvijacich komér.

5.2. Na Startovaciu ciaru pasu chromatografického papiera (Whatman ¢. 3 alebo jeho
ekvivaent), dihého 40 cm a&irokého 20 cm (3.1.) alebo ing vhodnegj velkosti, sa
nanesie 1 m jedného roztoku vzorky a jedného referenéného roztoku.

5.3. Tento pés chromatografického papiera (5.2.) sa umiestni do chromatografickej
vyvijacg komory, naplnengj rozpu&adlom A (5.1.) anecha sa vyvijat, kym celo
rozpust'adla nedosiahne 35 cm (asi 15 hodin).

5.4. S pouzitim d’aseho pasu chromatografického papiera (Whatman ¢. 4 alebo jeho
ekvivalent) (3.1.) avyvijacieho rozpi&adla B sa zopakuje postup, opisany
v ¢astiach (5.2. a5.3.). Chromatogram sa necha vyvija’, kym ¢elo rozpustadla
nedosiahne 35 cm (asi pét’ hodin).

5.5. Po vyvijani sa chromatogramy vyberu a vysusia na vzduchu.

5.6. Skvrny na chromatograme sa zviditelniaich postriekanim

56.1. Detekénym cinidlom A (2.4.) akratko nato, detek¢nym ¢inidlom B (2.5.). Prvé sa
na chromatograme objavia Skvrny peroxosiranov, nasledované Skvrnami peroxidu
vodika. Skvrny sa oznagia ceruzkou.

5.6.2. Detek¢nym ¢inidlom C (2.6.) na chromatogram, ziskany podlra 5.6.1. Pritomnost’
bromi¢nanov sa preukéze sivo modrymi Skvrnami.

5.7. Za vySSie uvedenych podmienok, vzt'ahujlcich sa na vyvijacie rozpi&tadla A (2.2.)
aB (2.3), st Rs hodnoty referencnych latok (2.1.) priblizne nasledovné

Viyvijacie ¢inidlo A (2.2.) Viyvijacie ¢inidlo B (2.3.)
Peroxosiran sodny 0,40 0,10
Peroxosiran draselny 0,40 0,02 + 0,05
Peroxosiran aménny 0,50 0,10+ 0,20
Bromi¢nan draselny 0,40 0,20
Bromi¢nan sodny 0,40 0,10+ 0,20
Peroxid vodika 0,80 0,80
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B. DOKAZ PEROXIDU BARNATEHO

1

2.1
2.2.
2.3.
2.4.
2.5.
2.6.
2.7.
2.8.
2.9.

2.10.

3.1
3.2.
3.3.
3.4.

3.5.
3.6.

4.1

4.1.1.

4.1.2.

4.2

4.2.1.
4.2.2.

PRINCIP

Peroxid barnaty sa dok&ze na zéklade vzniku peroxidu vodika po okyseni vzorky

(A.4.2.) anazaklade pritomnosti barnatého ionu:

a Vv nepritomnosti peroxosiranov (A), pridanim zriedenegj kyseliny sirovej k casti
kyslého roztoku vzorky (B.4.1.), v désledku ¢oho sa vytvori biela zrazenina
siranu barnatého. Pritomnost’ barnatych iénov vo vzorke (B.4.1.) sa opé&’
potvrdi papierovou chromatografiou niZsie opisanym spdsobom (B.5.).

b) ak s si¢asne pritomné peroxid barnaty a peroxosirany (B.4.2.), upravenim
zvysku roztoku (B.4.2) na akalicky. Po rozpusteni v kyseline
chlorovodikovej sa pritomnost’ barnatych ionov potvrdi v roztoku taveniny
(B.4.2.3.) papierovou chromatografiou a/alebo vyzrédZzanim siranu barnatého.

CINIDLA

Metanol

36 % (hmot.) koncentrovana kyselina chlorovodikova

6 N kyselina chlorovodikova

4 N kyselina chlorovodikova

Disodné sol’ kyseliny rodizénovej

Chlorid barnaty (BaCl, . 2H,0)

Bezvody uhlic¢itan sodny

1 % (m/v) vodny roztok chloridu barnatého

Vyvijacie rozpu¥t'adlo, pozostavagjlice z metanolu, koncentrovang kyseliny
chlorovodikove] 36 % avody (80 : 10 : 10 v objemovych dieloch)

Detekéné ¢inidlo, 0,1 % (m/v) vodny roztok disodne soli kyseliny rodizénove,
cerstvo pripraveny pred pouzitim

PRISTROJE A POMOCKY

Mikropipeta5 m

Platinové tégliky

Odmerné banky 100 ml

Chromatograficky papier Schleicher and Schull 2043 b aebo jeho ekvivalent
Papier sa precisti vyvijanim cez noc vo vyvijace zostupne chromatografickej
komore (A.3.5.), obsahujucej vyvijacie rozpu&t'adlo (B.2.9.) a potom sa vysusi.
Skladany filtracny papier

Bezné zariadenie pre uskutocnenie vzostupne) papierovej chromatografie

PRIPRAVA VZORKY

Vyrobky bez pritomnosti peroxosiranu

2 g vyrobku sa disperguja v 50 ml vody a pH disperzie sa upravi kyselinou
chlorovodikovou (B.2.3) napriblizne 1.

Vodné disperzia sa prenesie do 100 ml odmernej banky, doplni sa vodou po znatku
a premiesa sa. Tato disperzia sa pouzije na papierovd chromatograficka analyzu,
opisanu v odseku 5 a na dékaz béria vyzrazanim siranu.

Vyrobky obsahujuce peroxosirany

2 g vyrobku sa disperguju v 100 ml vody a prefiltruju sa.

K vysuSenému zvysku sa prida 7 aZz 10-nasobok jeho hmotnosti uhli¢itanu sodného
(B.2.7.), premieSa saazmes satavi pol hodiny v platinovom tégliku (B.3.2.)
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4.2.3.

4.2.4.

5.2.

5.3.

5.4.
5.5.

Tavenina sa ochladi na laboratornu teplotu, rozpusti v 50 ml vody aprefiltruje
(B.3.5.).

ZvySok sa znova rozpusti v kyseline chlorovodikove (B.2.3.) a doplni vodou do
100 ml. Tento roztok sa pouZije na papierovu chromatografickl analyzu, opisanu
v odseku 5 a na dbkaz baria vyzrazanim siranu.

METODA

Primerané mnoZstvo vyvijacieho rozpustadla (B2.9.) sa umiestni do vyvijace)
komory pre vzostupnl papierovu chromatografiu a nadoba sa necha nasytit’ aspon
aspon 15 hodin parami rozpust'adla.

Na kus vopred upraveného chromatografického papiera, ako je opisanév B.3.4., sa
nanesie natri body na Startovacej ¢iare po 5 m kazdého z roztokov, pripravenych
podlaB.4.1.2. aB.4.2.4. areferencny roztok B.2.8.

Skvrny vzorky a &andardu sa vysuSia na vzduchu. Chromatogram sa vyvija, kym
¢elo rozpustradia nevystipi o 30 cm.

Chromatogram sa vyberie z vyvijacej nadoby a vysuSi na vzduchu.

Skvrny na chromatograme sa zviditelnia postriekanim papiera detekénym ginidlom
B.2.10. V pritomnosti baria sa na chromatograme objavia ¢ervené skvrny s R¢
hodnotou okolo 0,10.

C. STANOVENIE PEROXIDU VODIKA

1

3.1
3.2.
3.3.
3.4.
3.5.
3.6.
3.7.

4.1.
4.2.
4.3.
4.4.
4.5.
4.6.

PRINCIP

Jodometrické stanovenie peroxidu vodika je zal oZené na nasledovnej reakcii
H,O0,+2H" +2I" ® |,+2H,0

Konverzia prebieha pomay, ale méze byt urychlend pridanim molybdénanu
amonneho. Vzniknuty jéd sa stanovi titraciou tiosiranom sodnym a zodpoveda
obsahu peroxidu vodika.

DEFINICIA
Obsah peroxidu vodika, stanoveny niZSie opisanym spdsobom, sa vyjadri ako
hmotnostné percento (% hmotn.) vyrobku.

CINIDLA

V&etky ¢inidla musia byt” analyticky cisté.

2 N kyselina sirova

Jodid draselny

Molybdénan aménny

0,1 N roztok tiosiranu sodneho

10 % (m/v) roztok jodidu draselného, pripraveny tesne pred pouzitim
20 % (m/v) roztok molybdénanu amoénneho

1 % (m/v) roztok Skrobu

PRISTROJE A POMOCKY
Kadic¢ky 100 ml

Byreta 50 ml

Odmerné banky 250 ml
Odmerné valce 25 a 100 ml
Nedelené pipety 10 ml
Kuzelovité banky 250 mi
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5.2.

5.3.

5.4.

METODA

Do 100 ml kadicky sa navézi 10 g (m gramov) vyrobku, obsahujuceho priblizne 0,6
g peroxidu vodika. Obsah sa s vodou prenesie do 250 ml odmernej banky, doplni sa
vodou po znatku a premiesa sa.

Do 250 ml kuzelovitg) banky (4.6.) sa napipetuje 10 ml roztoku vzorky (5.1.) a
jeden po druhom sa prida 100 ml 2 N kyseliny sirovej (3.1.), 20 ml roztoku jodidu
draselného (3.5.) atri kvapky roztoku molybdénanu aménneho (3.6.).

Vzniknuty jod saihned’ titruje 0,1 N roztokom tiosiranu sodného (3.4.) a tesne pred
dosiahnutim koncového bodom titrécie sa prida niekol’ko mililitrov roztoku Skrobu
(3.7.) ako indikétora. Zaznamena sa spotreba 0,1 N roztoku tiosiranu sodného (3.4.)
v mililitroch (V).

Spbésobom podra (5.2. a 5.3.), sa uskutocni slepy pokus, kde sa 10 ml roztoku
vzorky nahradi 10 ml vody. Zaznamené sa spotreba 0,1 N roztoku tiosiranu sodného
na slepu titraciu (Vo ml).

VYPOCET
Vypocet obsahu peroxidu vodika vo vyrobku v hmotnostnych percentéch % (hmot.)
sa vypocita podlavzorca
(V-V,) 17008 250" 100
m” 10" 1000
_(V-V,) 4,252
m

% peroxidu vodika =

Kde

m  je mnozstvo analyzovaného vyrobku v gramoch (5.1),

Vo jespotreba0,1 N roztoku tiosiranu sodného pri slepom pokusev ml (5.4.),

V  jespotreba 0,1 N roztoku tiosiranu sodného pri titracii roztoku vzorky v ml
(5.3.).

OPAKOVATELNOST ?)

Pri obsahu peroxidu vodika okolo 6 % hmot. nesmie rozdiel medzi vysedkami
dvoch paraelne uskuto¢nenych stanoveni natej istej vzorke presiahnut’ v absol Utnej
hodnote 0,2 %.
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9. DOKAZ A SEMIKVANTITATIVNE STANOVENIE URCITYCH OXIDACNYCH

1

3.1
3.2.
3.3.
3.4.
3.5.
3.6.
3.7.
3.8.
3.9.
3.10.
3.11.
3.12.

FARBIV VO FARBACH NA VLASY

(Podra smernice Komisie 82/434/EHS zo 14. m§a 1982)

UCEL A OBLAST POUZITIA
Této metdda je vhodna na dokaz a semikvantitativne stanovenie nasledovnych 1atok
vo farbéch navlasy vo forme krému alebo kvapaliny

Latky Symbol
Fenyléndiaminy

o-fenyléndiamin (OPD)
m-fenyléndiamin (MPD)
p-fenyléndiamin (priloha'V) (PPD)
Metylfenyléndiaminy

4-metyl-1,2-fenyléndiamin (toluén-3,4-diamin) (OTD)
4-metyl-1,3-fenyléndiamin (toluén-2,4-diamin) (MTD)
2-metyl-1,4-fenyléndiamin (toluén-2,5-diamin) (PTD)
Diaminofenoly

2,4-diaminofenol (DAP)
Hydrochinon

Benzén-1,4-diol (H)
a-naftol

Naftalén-1-ol (a-N)
Pyrogalol

Benzén-1,2,3-triol (P)
Rezorcinol

Benzén-1,3-diol (R)

PRINCIP

Oxidacné farbiva sa extrahuju z farieb vo forme krému alebo kvapaliny pri pH
10 s 96 % etanolom adokazuju sa tenkovrstvovou chromatografiou, ¢i uz jedno-

alebo dvoj-rozmernou.

Pre semikvantitativnhe stanovenie tychto

ldtok sa chromatogramy vzoriek

porovnavaju prostrednictvom &tyroch vyvijacich sistav, v ktorych sa vyvijali
chromatogramy referencnych latok v tom istom ¢ase a za ¢o ngjbliZsich podmienok.

CINIDLA

V&etky ¢inidla musia byt” analyticky cisté.
Etanol bezvody,

Aceton,

Etanol, 96 % obj.,

Roztok amoniaku, 25 % (r o0 = 0,91 g/ml),
Kyselina L-(+)-askorbova,

Chloroform,

Cyklohexén,

Dusik, technicky,

Toluén,

Benzén,

Butan-1-ol,

Butan-2-ol,
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3.13.
3.14.

3.15.
3.16.
3.17.
3.18.
3.19.
3.20.

3.21.

3.22.

3.22.1.
3.22.2.
3.22.3.

3.22.4.

3.23.
3.23.1.

3.23.2.

3.23.3.

Kyselina fosforna, 50 % obj. roztok,

Diazoniové ¢inidlo bud

- 3-nitrobenzéndiazénium-chlérbenzénsulfondt (vo forme stabilizovang soli)
ako v Cervengj 2 N — Francolor, alebo

- 2-chldr-3-nitrobenzéndiazdénium-naftalénbenzoat (vo forme stabilizovang soli)
ako v ¢inidle NNCD — katal 6gové ¢islo 74 150 FLUKA, aebo ich ekvivalent,

Dusi¢nan strieborny,

4-(Dimetylamino)benzal dehyd,

2,5-Dimetylfenal,

Hexahydrét chloridu Zelezitého,

Kyselina chlorovodikova, 10 % (m/v) roztok,

Referencné latky

Referencné latky s tie, ktoré si uvedené v odstavci 1 “Ucel a oblast’ pouzitia’. V

pripade aminozltcenin, referencné latky musia byt vo forme ich hydrochloridu

(mono- aebo di-) alebo ako vorné zasady.

Referencné roztoky, 0,5 % (m/v)

Pripraviasa 0,5 % (m/v) roztoky kazdej z referencnych l&tok v odseku (3.20.). Do

10 ml odmernej banky sa navézi 50 mg + 1 mg referencnegj latky.

Pridasa’5 ml 96 % etanolu (3.3.) a 250 mg kyseliny askorbovej (3.5.).

Roztok sa pridanim roztoku amoniaku (3.4.) upravi na akalicky s pH 10 (overi sa

indikatorovym papierikom). Prida sa 10 ml 96 % etanolu (3.3.) apremie3a sa.

Roztoky mézu byt uchovavané jeden tyZden v chlade a bez pristupu svetla.

V niektorych pripadoch po pridani kyseliny askorbovej a amoniaku méze dojst k

vzniku zrazeniny. V tom pripade musi pred pokracovanim nechat’ usadit’.

Vyvijacie rozpustadla

Aceton — chloroform —toluén (obj. diely 35 : 25 : 40)

Chloroform — cyklohexan — absol Gtny etanol - 25 % amoniak (obj. diely 80 :

10:10:1).

Benzén — butan-2-ol — voda (obj. diely 50 : 25 : 25). Poriadne sa premieSa a po

oddeleni pri laboratérne) teplote (20 az 25 °C) sa pouZzije vrchnafaza.

Butén-1-ol — chloroform — ¢inidlo M (obj. diely 7 : 70 : 23). Opatrne sa oddeli

pri laboratorngj teplote (20 az 25 °C) a pouZije sa spodna faza.

Priprava cinidla M

roztok amoniaku, 25 % (obj.) 24 obj. dielov

kyselinafosforng, 50 % (3.13) 1 obj. diel

voda 75 obj. dielov

Poznamka

Vyvijacie rozpustadla obsahujuce amoniak sa tesne pred pouZitim riadne
premie3ajU.

Detekéné ¢inidla

Diazéniové cinidlo

Pripravi sa5 % (m/v) vodny roztok vybraného ¢inidla (3.16.) v 100 ml 10 % (m/v)
vodného Kkyseliny chlorovodikove) (3.19.). Tento roztok sa musi vzdy cerstvo
pripravit’ tesne pred pouzitim.

Ehrlichovo ¢inidlo

2 g p-(dimetylamino)benzaldehydu (3.16.) sa rozpustia v 100 ml 10 % (m/v)
vodného kyseliny chlorovodikovej (3.19.).

2,5-Dimetyfenol — hexahydrat chloridu Zelezitého

Roztok 1 1 g 2,5-dimetyfenolu (3.17.) v 100 ml 96 % etanolu (3.3.).
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3.23.4.

4.1.
4.1.1.
4.1.2.

4.1.3.

4.2.
4.3.

300

4000

5.2.
5.2.1.

Roztok 2: 4 g hexahydratu chloridu Zelezitého (3.18.) sa rozpustia v 100 ml 96
% etanolu (3.3.).

Na viditel'nenie Skvrn satymito roztokmi postrekuje postupne, ngjprv

roztokom 1, potom roztokom 2.

Amoniakalny dusichan strieborny

25 % amoniak (3.4.) sapridava do 5 % (m/v) vodného roztoku dusi¢nanu
strieborného (3.15.), kym sa zrazenina nerozpusti. Toto ¢inidlo samusi

pripravit’ tesne pred pouZitim. Neuchovava sa

PRISTROJE A POMOCKY

Bezné laboratdrne vybavenie pre tenkovrstvova chromatografiu.

Plastovy aebo skleny kryt zostrojeny tak, Ze chromatograficka platna je obklopena
dusikom pocas vyvijania Skvin a suSenia. Toto opatrenie je nevyhnutné z dévodu
néchylnosti urcitych farbiv na oxidaciu.

Mikrostriekacka 10 m, delena na 0,2 m dieliky, s kolmo zrezanou ihlou alebo 50 i
viacnasobny davkovac, pripevneny svorkou na stojan sposobom, ked’ platha moze
byt udrZiavané pod dusikom.

Silikagélové tenkovrstvove platne, pripravené na pouzitie, 0,25 mm hrubé, s
rozmermi 20 © 20 cm (Macherey and Nagel, silikagél G-HR na plastovej podlozke
alebo ich ekvivalent).

Centrifuga, 4 000 ot./min.

Centrifugacné kyvety, 10 ml s PTFE vyloZzenymi skrutkovacimi uzavermi alebo ich
ekvivalenty.

POSTUP

Soracovanie testovanych vzoriek

Prvé 2 az 3 cm krému vytlateného z tuby sa odhodia.

Do centrifugatng kyvety (4.3.) dopredu prefuknutej dusikom sa vlioZi nasledovné
mg kyseliny askorbovej s 3 g krému alebo 3 g homogenizovanej kvapaliny.

Po kvapkach sa prida 25 % amoniak (3.4.), kym pH nie je 10. Doplni sa 96 %
etanolom (3.3.) do 10 ml.

Zhomogenizuje sa po dusikom (3.8.), zazatkuje sa a odstred’'uje na centrifige pri
ot./min. po¢as 10 min.

PouZije sa kvapalny supernatant.

Chromatografia

Nanesenie skvin na platne

Na chromatograficku platiu (4.1.3.) sa pod dusikovou atmosférou (3.8.) nanesie 1
m kazdého z vySSie opisanych referencnych roztokov na devét’ bodov umiestnenych
1,5 cm od seba naciare priblizne 1,5 cm od okraja platne.

Tieto Skvrny referencnych roztokov sa usporiadaju nasledovne.

1 2 3 4 5 6 7 8 9
R P H PPD DAP PID OPD OTD MPD
MTD a-N

NavySe, nabody 10 a 11 sa nanesie po 2 m testovanych roztokov vzoriek ziskanych
podl'a odseku 5.1.
Platna sa uchovava po dusikom (3.8.) az do chvile, kym sa bude vyvijat’.
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5.2.2.

Vyvijanie

Platha sa umiestni do vyvijace komory prefuknutel dusikom (3.8.), nasytenej
jednym zo $&yroch vyvijacich rozpustadiel (3.22.) a necha sa vyvija® pri
laboratérng teplote (20 az 25 °C) v tme, kym ¢elo rozpust'adla nedosiahne 15 cm

od Startovacej Ciary. Platha sa vyberie a vysusi pod dusikom (3.8.) pri  laboratornej
teplote.
523. Postriekanie
Platna saihned’ postrieka jednym zo &tyroch roztokov Specifikovanych v 3.23.
5.2.4. Dobkaz
Porovnaju sa Ry hodnoty a farba Skvin ziskanych zo vzorky so Skvrnami z
chromatografovanych referencnych latok.
Taburka ¢. 1 udéva priklady Ry hodn6t a farieb pre kazdu latku v zavidosti od
pouZzitého rozpust'adla a detekéného cinidla.
Potvrdenie nejednoznatnej identifikéacie sa méZze niekedy dosiahnut’ klinovou
metodou — pridanim prislusngj referencnej 1atky do extraktu vzorky.
5.25.  Semikvantitativny odhad
Vizudne sa porovna intenzita Skvin pre kazdu latku identifikovani v 5.2.4. v
prislusnom rozsahu koncentracii referenénych I&tok.
Ak je ziti, Ze koncentracia jednej alebo viacerych latok je nadmerna, extrakt vzorky
sa zriedi a stanovenie sa zopakuije.
R¢ hodnoty a farby Skvin ziskanych ihned’ po postriekani
Taburkac. 1
Refe- Vyvijacie rozpudt'adlo Detekené cinidla
rencén R¢ hodnoty Vysledné farby
a (3.221 (3.22.2 | (3.22.3 | (3.22.4 | Diazoniov | Ehrlichove | Dimetylfeno | AgNO;
latka ) ) ) ) é (3.23.2) I (3.234)
(3.20) (3.23.1)) (3.23.3)
OPD | 0,62 0,60 0,30 0,57 | svetlohned — — svetlohned
a a
MPD | 0,40 0,60 0,47 0,48 fialovo- ZIt4 svetlohneda | svetlohned
hnedé (*) a
PPD 0,20 0,50 0,30 0,48 hneda jasno fialova siva
cervend (*)
OTD | 0,60 0,60 0,53 0,60 | hneda(*) | svetlooranz | svetlohnedad | sivasto
ova hneda
MTD | 0,40 0,67 0,45 0,60 | cervenkast It hneda cierna
0-hneda
(*)
PTD | 0,33 0,65 0,37 0,70 hneda oranZova fialova (*) siva
DAP | 0,07 — 0 0,05 | hneda(*) oranzova fialova hned&
H 0,50 0,35 0,80 0,20 — oranzova fialova cierna (*)
a-N 0,90 0,80 0,90 0,75 | oranZovo- — fialova (*) cierna
hneda
P 0,37 — 0,67 0,05 hneda fialovkastd | nahnedkastd | hneda (*)
R 0,50 0,37 0,80 0,17 | oranzova | svetlofialov | nahnedkasta | svetlohned
(*) a a
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Poznamky

1. OPD sa mdo vyrazne prejavuje; musi sa pouzit’ rozpustadlio (3.22.3.), aby sa jasne oddelil od
OTD.

2. (*) Oznatuje ngjlepSie vyvinutl farbu.

6. PRESKUMANIE DVOJROZMERNOU TENKOVRSTVOVOU CHROMATO-
GRAFIOU
Pre tento postup pre dvojrozmernd chromatografiu st potrebneé pridavné Standardy a
cinidla

6.1. Pridavné referencné roztoky a latky

6.1.1.  Naftalén-2-ol (b-N),

6.1.2.  2-aminofenol (OAP),

6.1.3.  3-aminofenol (MAP),

6.1.4.  4-aminofenol (PAP),

6.1.5.  2-nitro-1,4-fenyléndiamin (2-NPPD),

6.1.6.  4-nitro-1,2-fenyléndiamin (2-NPPD).

Pripravia sa 0,5 % (m/v) roztoky kazde zpridavnych referencnych latok
spbsobom opisanym v 3.21.

6.2. Pridavné vyvijacie rozpu&adlo

6.2.1. Etyl-acetét - cyklohexan - 25 % roztok amoniaku (obj. diely 65: 30 : 0,5).

6.3. Pridavna detek¢éna ststava
Do vyvijacg komory pre tenkovrstvovu chromatografiu sa umiestni sklena nadoba,
do ng sadgju asi 2 g krystalického jodu a vyvijacia komora sa uzavrie primeranym
zaverom.

6.4. Chromatografia

6.4.1.  Na povrch adsorbentu tenkovrstvove platne (4.1.3.) sa nakreslia dve ¢iary, ako je
zobrazené naobr. 1.

6.4.2. Pod dusikovou atmosférou (4.1.1.) sa na zakladny bod 1 (obr. ¢. 1), as 2 cm od
oboch okrgjov, nanesi 1 az 4 m extraktu (5.1.) Mnozstvo extraktu zévisi od
intenzity Skvin na chromatogramoch 5.2.

6.4.3. Medzi body 2 a 3 (obr. ¢. 1) rozdelia oxidujuce sa farbiva, indentifikované aebo
predpokladane identifikované v bode 5.2. (so vzdialenostou medzi bodmi 1,5 cm).
Nanest sa 2 m prislusnych referencnych roztokov — okrem DAP, ktorého sa musi
naniest’ 6 m. Tato operéacia sarobi pod dusikom (6.4.2.).

6.4.4. Operacia v 6.4.3. sa zopakuje na zakladnych bodoch 4 a 5 (obr. ¢. 1) aplatha sa
uchovava pod dusikom az do chvile, kym sa bude vyvijat’ (vzdialenost’ medzi bodmi
1,5cm).

6.4.5.  Chromatografick& vyvijacia komora sa prefukne dusikom (3.8.) a naleje sa do ngj
primerané mnoZstvo vyvijacieho rozpustadlia 3.22.2. Platna (6.4.4.) sa umiestni do
vyvijacgl komory a nechasavyvija’ v prvom elucnom smere (obr. ¢. 1) v tme.
Eluuje sa, kym ¢elo rozpustadla nedosiahne Ciaru vyznacenl na platni (priblizne 13
cm).

6.4.6. Platna sa vyberie z vyvijacg komory a umiestni sa do chromatografickej vyvijace)
komory dopredu prefuknutej dusikom, aby sa odparilo rozpu&t'adlo ato aspon na 60
minut.

6.4.7.  Pomocou deleng skimavky sa do vyvijacej komory prefuknutej dusikom (3.8.) sa
umiestni primerané mnozstvo elu¢ného rozpustadla (6.2.), do vyvijacegl komory
(6.4.6.) sa umiestni platna pooto¢ena 0 90° a nech& sa vyvija’ druhym elucnym
smerom (tiez v tme), kym ¢elo rozpust'adla nedosiahne ciaru nakreslend na povrchu
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6.4.8.

6.4.9.

adsorbentu. Platha sa vyberie z vyvijace) komory a elu¢né rozpustadlo sa necha
odparit’ navzduchu.

Platnicka sa na 10 mindt umiestni do chromatografickej vyvijacej komory s parami
jodu (6.3.) a dvojrozmerny chromatogram sa interpretuje na zéklade Rr hodnét a
farby Skvin slc¢asne chromatografovanych referencnych latok (tab. ¢. 2 udava
prehlad Ry hodnét afarieb).

Poznamka

Na ziskanie maximaneho vyfarbenia Skvin sa chromatogram necha na vzduchu pol
hodiny po vyvolani.

Pritomnost’ oxidujucich sa farbiv zistenych v 6.4.8. méZe byt’ definitivne potvrdené
zopakovanim operécii opisanych v 6.4.1. aZ 6.4.8. a pridanim na zakladny bod 1 na
Skvrnu mnozstva extraktu uvedeného v 6.4.2. eSte 1 m referencng laky
identifikovang v 6.4.8. Ak sa pri porovnani s chromatogramom ziskanym v 6.4.8.
nendjde Ziadna d’alSia Skvrna, interpretécia chromatogramu 6.4.8. je spravna.

Farby skvin referencnych latok po chromatografii a vyvolani v paréch jédu

Taburkac. 2
Referencna latka Farba po vyvolani v parach jodu
R bézova
P hneda
a-N fialova
B-N svetlohneda
H fialovohneda
MPD Zltkastohneda
PPD fialovohneda
MTD tmavohneda
PTD Zltkastohneda
DAP tmavohneda
OAP oranzova
MAP Zltkastohneda
PAP fialovohneda
2-NPPD hneda
4-NOPD oranzova
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3.1

3.2.

3.3.
3.4.

4.1.
4.2.
4.3.
4.4.
4.5.
4.6.

5.2.

5.3.

5.4.

10. DOKAZ A STANOVENIE DUSITANOV
(Podra smernica Komisie 82/434/EHS zo 14. mgja 1982)

DOKAZ

UCEL A OBLAST POUZITIA
Tdo metéda je vhodna na dbkaz dusitanov Vv kozmetickych vyrobkoch,
predovsetkym v krémoch a pastéch.

PRINCIP
Pritomnost’ dusitanov sa indikuje vznikom farebnych derivatov reakciou s2-
aminobenzal dehyd-fenylhydrazénom (Nitrin O).

CINIDLA

V&etky cinidla musia byt’ analyticky ¢isté.

Zriedena kyselina sirova 1 ml koncentrovangj kyseliny sirove (r o0 = 1,84 g/ml) sa
zriedi 11 ml destilovaneg] vody.

Zriedena kyselina chlorovodikova 1 ml koncentrovang] kyseliny chlorovodikovej
(r20 =1,19 g/ml) sazriedi 11 ml destilovangj vody.

Metanol.

Roztok 2-aminobenzal dehyd-fenylhydrazonu (ginidla Nitrin O) v metanole.

Navézi sa2,0 g Nitrinu O akvantitativne sa prenesie do 100 ml odmernej banky. Po
kvapkach sa pridaju 4 ml koncentrovangj kyseliny chlorovodikovej (3.2.) apremieSa
sa. Doplni sa metanolom po znacku amiesa sa, kym sa roztok Uplne nevygiri.
Roztok sa uschovévo flasi z tmavého skla

PRISTROJE A POMOCKY
Kadic¢ky, 50 ml,
Odmernabanka, 100 ml,
Fl'aSa z tmavého skla, 125 ml,
Sklenenaplatnicka, 10~ 10 cm,
Plastova Spachtl’a,

Filtracny papier, 10~ 10 cm.

POSTUP

Cast vzorky uréend na analyzu sa rovnomerne rozmiestni na povrchu skleneng
platnicky (4.4.) tak, aby pokryla plochu vrstvou s hrdbkou nepresahujicou 1 cm.
Filtracny papier sa (4.6.) sa namoci destilovanou vodou. PoloZi sa na vzorku
afiltracny papier sa popritl&a plastovou Spachtl'ou (4.5.).

Poc¢k& saasi jednu minGtu a do stredu filtratného papiera sa nanesl

- dve kvapky zriedengj kyseliny sirove (3.1),

- nasledované dvoma kvapkami roztoku Nitrin-u O (3.4).

Po piatich aZz desiatich sekundach sa filtratny papier snime apreskima sa na
dennom svetle. Pritomnost’ dusitanov sa prejavi ¢ervenkastopurpurovym sfarbenim.
V pripade nizkeho obsahu dusitanov sa ¢ervenkastopurpurové sfarbenie zmeni po
piatich az 15 sekundéch na ZIté. K tejto farebnej zmene déjde aZ po jedng az dvoch
minutach, ak bol obsah dusitanov vysoky.
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4.1.

4.1.1.

4.1.2.

4.2.

4.3.
4.4,

4.5.
4.6.

5.1.
5.2.
5.3.
5.4.
5.5.
5.6.
5.7.
5.8.

POZNAMKA
Intenzita ¢ervenkastopurpurového sfarbenia acas, ktory uplynie do jeho zmeny na
ZIté mbze poskytnut’ informéaciu o obsahu dusitanov vo vzorke.

STANOVENIE

UCEL
Této metdda opisuje stanovenie dusitanov v kozmetickych vyrobkoch.

DEFINICIA
Obsah dusitanov vo vzorke, stanoveny touto metédou, sa vyjadri v hmotnostnych %
dusitanu sodného.

PRINCIP

Po zriedeni vzorky vodou ajg vycireni, pritomné dusitany reagujl so
sulfanilamidom aN-(1-naftyl)etyléndiaminom aintenzita ziskaného sfarbenia sa
meria pri 538 nm.

CINIDLA

V&etky cinidla musia byt’ analyticky cisté.

Ciriace ¢inidla tieto ¢inidla sa nemdzu pouzit dihde ako jeden tyzdei od ich
pripravy.

Carrezovo ¢inidlo | 106 g hexakyanoZeleznatanu draselného, K4Fe(CN)g . 3H-20, sa
rozpusti v destilovanej vode a zriedi savodou do 1 000 ml.

Carrezovo cinidlo 11 219,5 g octanu zino¢natého, Zn(CH3COO), . 2H,O a30 ml
l'adove) kyseliny octovej sa rozpusti v destilovangj vode azriedi sa vodou do 1 000
ml.

Roztok dusitanu sodného V 1 000 ml odmerngj banke sa v destilovanegj vode
rozpusti 0,500 g dusitanu sodného sa azriedi sa vodou po znacku. 10,0 ml tohto
zésobného &tandardného roztoku sa zriedi do 500 ml; 1 ml takéhoto roztoku = 10
mikrogramov NaNO..

1 N roztok hydroxidu sodného.

0,2 % roztok hydrochloridu sulfanilamidu.

Za tepla sa rozpusti 2,0 g sulfanilamidu v 800 ml vody. Ochladi sa aza mieSania
prida sa 100 ml koncentrovangj kyseliny chlorovodikovej. Zriedi sa vodou do 1 000
ml.

5 N kyselina chlorovodikova

N-1-naftylové ¢inidlo. Tento roztok musi byt pripraveny v dei jeho pouZzitia. 0,1 g
dihydrochloridu N-(1-naftyl)etyléndiaminu sa rozpusti vo vode a zriedi sa vodou do
100 ml.

PRISTROJE A POMOCKY

Analytické vahy,

100, 250, 500 a 1 000 ml odmerné banky,

Nedelené alebo delené pipety,

100 ml odmerné valce,

Skladané filtra¢né papiere, bez dusitanov, s priemerom 15 cm,
Vodny kaper,

Spektrofotometer s kyvetami s optickou dréhou dihou 1 cm,
pH meter,
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5.9.
5.10.

6.2.
6.3.
6.4.
6.5.

6.6.

6.7.
6.8.
6.9.

6.10.

10 ml mikrobyreta,
250 ml kadicky.

POSTUP

Spresnostou na 0,1 mg sa navézi priblizne 0,5 g (m gramov) homogenizovanej
vzorky, s horucou destilovanou vodou sa kvantitativne prenesie do 250 ml kadicky
(5.10.) a objem sa doplni hortcou destilovanou vodou priblizne na 150 ml. Kadicka
(5.10.) sa umiestni vodného kupela (5.6.) pri 80 °C na pol hodiny. Pocas
zahrievania sa ob¢as pretrepe.

Ochladi sa na laboratornu teplotu ajeden po druhom sa za mieSania pridaju 2 ml
Carrezovho ¢inidlal (4.1.1.) a2 ml Carrezovho ¢inidlall (4.1.2.).

Na Upravu pH na 8.3 sa prida 1 N roztok hydroxidu sodného (4.3.) (s pouzitim pH
metra (5.8.). Obsah sa kvantitativne prenesie do 250 ml odmerngj banky a doplni sa
destilovanou vodou po znacku.

Obsah sa premiesa a prefiltruje cez skladany filtracny papier (5.5.).

Do 100 ml odmerngj banky (5.2.) sa pipetou (5.3.) prenesie primerany podiel (V ml)
¢ireho filtratu, ale nie viac ako 25 ml a prida sa destilovana voda do objemu 60 ml.
Po premieSani sa prida 10,0 ml roztoku hydrochloridu sulfanilamidu (4.4.) a potom
6,0 ml 5N kyseliny chlorovodikovej (4.5.). PremieSa sa a necha sa sta” pat’ mintt.
Pridgju sa 2,0 ml N-1-naftylového cinidla (4.6.), premieSa sa anecha sa st&t’ tri
minuty. Zriedi savodou po zna¢ku a premieSa sa.

Zopakovanim operécii 6.5. a6.6. bez pridania N-1-naftylového cinidla (4.6.) sa
pripravi slepy pokus.

Pri 538 nm sa zmeria (5.7.) absorbancia roztoku ziskaného pod 6.6. spouZitim
slepého pokusu (6.7.) ako Standardu.

Z kalibracného grafu (6.10.) sa od¢ita obsah dusitanu sodného v mikrogramoch na
100 ml roztoku (m; mikrogramov), ktory zodpoveda absorbancii namerangj v 6.8.

S pouzitim roztoku obsahujuceho 10 ng dusitanu sodného na 100 ml (4.2.) sa
pripravi kalibracny graf skoncentréciami O, 20, 40, 60, 80 a100 ng dusitanu
sodného na 100 ml.

VYPOCET

Obsah dusitanu sodného vo vzorke v hmotnostnych percentdch sa vypocita
pomocou nasledovného vzorca
% NaNO, = ? “my” 10°%7
kde

m  je hmotnost’ vzorky v gramoch, vzatel naanayzu (6.1.),

m; je obsah dusitanu sodného v mikrogramoch, zisteného v 6.9,
V  jepocet mililitrov filtratu pouZitého na meranie (6.5.).

100 _ m
m V' m 40’

OPAKOVATELNOST )

Pri obsahu dusitanu sodného okolo 0,2 % hmot. nesmie rozdiel medzi vysedkami
dvoch paralelne uskuto¢nenych stanoveni natej istg) vzorke presiahnut’ v absolGtnej
hodnote 0,005 %.
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11. DOKAZ A STANOVENIE VOENEHO FORMALDEHYDU
(Podl'a smernice Komisie 82/434/EHS zo 14. mga 1982 v zneni smernice Komisie
90/207/EHS)

1. UCEL A OBLAST POUZITIA
Té&o metdda opisuje dokaz adve stanovenia podla toho, ¢i su pritomné donory
formaldehydu (zlG¢eniny uvolnujuce formaldehyd). Je pouZitelna na vSetky
kozmetické vyrobky.

1.1. Dokaz

1.2 V Seobecné kol orimetrické stanovenie s pentan-2,4-diénom
Tato metdda sa pouzije, ak sa formaldehyd pouziva samotny alebo spolu sinymi
konzervacnymi |&tkami, ktoré nie si donormi formal dehydu.
V ostatnych pripadoch aked’ vysledok prevysuje najvyssiu pripustni koncentréciu,
musi sa pouZit’ pre potvrdenie nasledujlca metdda.

1.3. Stanovenie v pritomnosti donorov formal dehydu
Pri vysSie opisang metdéde (1.2) sa pocas derivatizacie Stiepia donory
formaldehydu, ¢o vedie k prilis vysokym vysledkom (polymerizovany formaldehyd
aformaldehyd viazany v zlU¢eninéch). Vorny formaldehyd je potrebné oddelit’
kvapalinovou chromatografiou.

2. DEFINICIA
Obsah vor'ného formaldehydu vo vzorke sa stanoveny podla tejto metody sa vyjadri
v hmotnostnych percentach.

3. DOKAZ

3.1 Princip
Volny alebo viazany formaldehyd v prostredi kyseliny sirovel zmeni farbu
Schiffovho ¢inidla naruzova aebo svetlofialova.

32 Cinidia
V&etky cinidla musia byt’ analyticky ¢isté avoda musi byt demineralizovana,

3.21.  Fuchsin,

3.2.2 Heptahydrét siricitanu sodného,

3.2.3.  Koncentrovanakyselina chlorovodikova (d = 1,19),

3.24. Kysdinasirovg priblizne 1 M,

3.25.  Schiffovo ¢inidlo
Do kadi¢ky sa navézi 100 mg fuchsinu (3.2.1.) arozpusti sav 75 ml vody pri 80 °C.
Po ochladeni sa prida 2,5 g siri¢itanu sodného (3.2.2.). Doplni sado 100 ml.
PouZiva sa do dvoch tyZdinov odo dia pripravy.

3.3. Postup

3.3.1. Do 10 ml kadi¢ky sanavaZia 2 g vzorky.

3.3.2.  Pridgju sa dve kvapky kyseliny sirove (3.2.4.) a2 ml Schiffovho ¢inidla (3.2.5.).
Toto ¢inidlo musi byt pred pridanim Gplne bezfarebné.
Pretrepe sa nechi sa st&’ pat’ minat.

3.33. Ak sa do piatich minit pozoruje ruzové alebo svetlofialové sfarbenie, obsah
formaldehydu je vy&Si ako 0,01 % astanovi sa v3eobecnou metddou (4.) aak je to
potrebné, podra postupu (5.).
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4.2.

4.2.1.
4.2.2.
4.2.3.

4.2.4.
4.2.5.
4.2.6.
4.2.7.
4.2.8.

4.2.9.

4.2.10.
4.2.11.
4.2.12.

4.2.13.
4.2.14.

4.2.15.

4.3.

4.3.1.
4.3.2.
4.3.3.
4.3.4.
4.35.

VSEOBECNE KOLORIMETRICKE STANOVENIE S PENTAN-2,4-DIONOM
Princip

Formaldehyd reaguje spentan-2,4-diébnom v pritomnosti octanu amoénneho za
vzniku 3,5-diacetyl-1,4-dihydrolutidinu. Tento sa extrahuje butén-1-olom ameria sa
absorbancia extraktu pri 410 nm.

Cinidlia

V&etky ¢inidla musia byt” analyticky ¢isté avoda musi byt demineralizovana.
Bezvody octan amoénny,

Koncentrovana kyselina octova (r .o = 1,05 g/ml),

Pentan-2,4-dién ¢erstvo predestilovany za zniZzeného tlaku 25 mm Hg 25° — nesmie
vykazovat’ akukol'vek absorbanciu pri 410 nm,

Butan-1-ol,

Kyselina chlorovodikova, 1 M,

Kyselina chlorovodikova, priblizne 0,1 M,

Hydroxid sodny, 1 M,

Roztok Skrobu cerstvo pripraveny podla European Pharmacopoeia (1 g/50 ml
vody), 2. vydanie, ¢ast’ I-VII-1-1,

37 az 40 % (m/v) formaldehyd,

Standardny roztok jédu, 0,05 M,

Standardny roztok tiosiranu sodného, 0,1 M,

Pentan-2,4-diénové cinidlo

V 1 000 ml odmerngj banke sa rozpusti

150 g octanu aménneho (4.2.1),

2 ml pentan-2,4-dionu (4.2.3),

3 ml kyseliny octovej (4.2.2).

Doplni savodou do 1 000 ml (pH roztoku okolo 6,4).

Toto ¢inidlo samusi pripravovat’ cerstvé.

Cinidlo (4.2.12) bez pentéan-2,4-dionu,

Sandard formaldehydu - zasobny roztok

5 g formaldehydu (4.2.9.) sa vigie do 1 000 ml odmerngj banky adoplni sa vodou
do 1 000 ml.

Obsah formaldehydu v tomto roztoku sa stanovi takto

Odoberie sa 10,00 ml; prida sa 25,00 ml &tandardného roztoku jodu (4.2.10) a 10,00
ml roztoku hydroxidu sodného (4.2.7.).

Necha sa stat’ pa’” mindt.

Okydli sa 11,00 ml HCI (4.2.5.) anadbytok jédu sa stanovi Standardnym roztokom
tiosiranu sodného (4.2.11.) s pouZzitim roztoku Skrobu (4.2.8.) ako indikétora.

1 ml spotrebovaného 0,05 M roztoku jodu (4.2.10.) zodpoveda 1,5 mg
formal dehydu.

Sandard formaldehydu - zriedeny roztok

Zésobny roztok formaldehydu sa postupne zriedi vodou najprv v pomere 1:20
apotom 1:100.

1 ml tohto roztoku obsahuje priblizne 1 ng formaldehydu.

Vypogita sa presny obsah formal dehydu.

Pristroje a pomacky

Bezné laboratdrne vybavenie,

Filtracny papier na oddelenie faz, Whatman 1 PS (alebo jeho ekvivalent).
Centrifuga,

Vodny kupel’ nastaveny na 60 °C,

Spektrofotometer,
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4.3.6.
4.4.
4.4.1.

4.4.2.

4.4.3.

4.4.4.

4.4.4.1.

4.4.4.2.

4.4.4.3.

4.44.4.

4.445.

4.4.5.

4.45.1.

4.4.5.2.

4.4.5.3.
4.4.5.4.

Sklené kyvety s optickou drahou dihou 1 cm.

Postup

Roztok vzorky

Do 100 ml odmernegj banky sa s presnostou na 0,001 g navéZi také mnoZzstvo (v g)
analyzovang vzorky, aby odhadovany obsah formaldehydu bol asi 150 ng. Doplni
sa vodou do 100 ml apremieSa sa (roztok S). (Overi sa, ¢i pH je blizke 6; ak nie je,
zriedi sav roztoku kyseliny chlorovodikove (4.2.6.)).

Do 50 ml Erlenmeyerovej banky sa prida

- 10,00 ml roztoku S,

- 5,00 ml pentén-2,4-diénového ¢inidla (4.2.12),

- Demineralizovanavoda do celkového objemu 30 ml.

Referencny roztok

Mozné rusivé vplyvy spdsobené sfarbenim pozadia testovangl vzorky sa vyl(cia
pouZzitim tohto referencného roztoku.

Do 50 ml Erlenmeyerovej banky sa prida

- 10,00 ml roztoku S,

- 5,00 ml ¢inidla(4.2.13.),

- Demineralizovana voda do celkového objemu 30 mil.

Roztok na slepy pokus

Do 50 ml Erlenmeyerovej banky sa prida

- 5,00 ml pentan-2,4-didnového ¢inidla (4.2.12.),

- Demineralizovana voda do celkového objemu 30 mil.

Sanovenie

Zmes zo 4.4.1., 4.4.2. a 4.4.3. sa pretrepu. Erlenmeyerove banky sa ponoria do
vodného kupela zahriateho na 60 °C presne na 10 minGt. Pocas dvoch mindt sa
nechaju ochladit’ v kupeli z 'adovej vody.

Ich obsah sa prenesie do 50 ml oddel'ovacich lievikov obsahujucich 10 ml
butan-1-olu (4.2.4.). Kazda banka sa oplachne 3 a2 5 ml vody. Zmes sa
intenzivne pretrepl presne 30 sekind. Nechaju sa oddelit’.

Cez filtra¢ny papier na oddelenie faz sa butan-1-olové fazy prefiltruja do meracich
kyviet (4.3.2.). Tiez sa mdzZe pouzit' odstred’ovanie na centrifuge (3 000 g, na pat’
minut).

Pri 410 nm sa zmeria absorbancia A; extraktu roztoku vzorky zo 4.4.1. oproti
extraktu referencného roztoku 4.4.2.

Podobne sa zmeria absorbancia A, extraktu slepého pokusu z 4.4.3. oproti butan-1-
olu.

Poznamka

V&etky tieto operécie sa musia uskutocnit’ do 25 mindt od momentu umiestnenia
Erlenmeyerovych baniek do vodného kupel’a pri 60 °C.

Kalibracna krivka

Do 50 ml Erlenmeyerovej banky sa umiestni

- 5,00 ml zriedeného Standardného roztoku z 4.2.15,

- 5,00 ml pentan-2,4-didnového cinidla (4.2.12),

- Demineralizovana voda do celkového objemu 30 mil.

Pokracuje sa, ako je opisané v 4.4.4 a zmeria sa absorbancia oproti butan-1-olu
(4.24.).

Postup sa zopakuje s 10, 15, 20 a 25 ml zriedeného Standardného roztoku (4.2.15.).
Na ziskanie nulovej hodnoty (zodpovedajlcej sfarbeniu ¢inidiel) sa postupuje ako
v4.4.4.5.
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4.45.5. Po odc¢itani nulovel hodnoty od kazdej z absorbancii ziskanych v 4.4.5.1. a4.4.5.3.

4.5.
45.1.

4.5.2.

4.6.

5.2.

5.2.1.
5.2.2.
5.2.3.
5.24.
5.2.5.
5.2.6.
5.2.7.
5.2.8.
5.2.9.

5.2.10.
5211
5.2.12.
5.2.13.
5.2.14.
5.2.15.
5.2.16.

5.2.17.

sa zostroji kalibracnéa krivka. Beerov z&kon plati do 30 ng formal dehydu.

Vypoéty

Od A; sa odpocita A, azkaibractng krivky (4.4.5.5.) sa od¢ita mnozstvo C
formaldehydu v roztoku vzorky (4.4.1), v nu.

Obsah formaldehydu vo vzorke (% hmotn.) sa vypocita pomocou nasledujlceho
vzorca

obsah formaldehydu v % = ———,
0°" m
kde
m  je hmotnost’ skiSobnej vzorky (4.4.1.) v g.
Opakovatel’nost’ 2)

Pri obsahu formaldehydu 0,2 % pre kolorimetrické stanovenie s pentan-2,4-didbnom
rozdiel medzi vysledkami dvoch paralelne uskuto¢nenych stanoveni na te iste)
vzorke nesmie presiahnut’ 0,005 %.

Ak stanovenie vor'ného formaldehydu poskytne vysledky vacSie, ako je maximany
obsah podl'a osobitného predpisu 3, t.j.

(8) medzi 0,05 % a 0,2 % v neoznatenych vyrobkoch;

(b) v&Sie ako 0,2 % vo vyrobkoch, oznatenych g neoznacenych

musi sa pouZit’ niZSie opisany postup v 5.

STANOVENIE V PRITOMNOSTI DONOROV FORMALDEHY DU

Princip

Oddeleny formaldehyd sa reakciou s pentan-2,4-dionom v reaktore zaradenom za
kolénou prevedie na ZIty lutidinovy derivat aziskany derivat sa detekuje
absorbanciou pri 420 nm.

Cinidlia

V&etky cinidla musia byt’ analyticky ¢isté avoda musi byt demineralizovana.

Voda ¢istoty pre HPLC alebo rovnocenng kvality,

Bezvody octan amoénny,

K oncentrovana kyselina octova,

Pentén-2,4-dién (uskladneny pri 4 °C),

Bezvody hydrogenfosforecnan sodny,

85 % kyselinatrihydrogenfosforecna (r ;0 = 1,7 g/ml),

Metanol ¢istoty pre HPLC,

Dichldrmetan,

37 az 40 % (m/v) formaldehyd,

Hydroxid sodny, 1 M,

Kyselina chlorovodikova, 1 M,

Kyselina chlorovodikova, 0,002 M,

Roztok Skrobu cerstvo pripraveny podla European Pharmacopoeia ( 4.2.8),
Standardny roztok jodu, 0,05 M,

Standardny roztok tiosiranu sodného, 0,1 M,

Mobilna faza

0,006 M vodny roztok hydrogenfosforecnanu sodného (5.2.5.) upraveny na pH 2,1
kyselinou trihydrogenfosfore¢nou (5.2.6.),

Cinidlo na reakciu po chromatogr afii

V 1 000 ml odmerngj banke sa rozpusti

- 62,5 g octanu aménneho (5.2.2.),

- 7,5ml kyseliny octove (5.2.3.),
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5.2.18.

5.2.19.

5.3

5.3.1.
5.3.2
5.3.3.
5.3.4.
5.3.5.

5.3.6.
5.3.7.
5.3.8.

5.3.9.

- 5ml pentan-2,4-dionu (5.2.4.).
Doplni savodou (5.2.1) do 1 000 ml.
Toto cinidlo sauschovav tme.
Doba skladovania: maximalne tri dni pri 25 °C.
Nesmie byt pozorovana zmena sfarbenia.
Sandard formaldehydu - zasobny roztok
10 g formaldehydu (5.2.9.) savlgie do 1 000 ml odmernegj banky a doplni sa vodou
do 1 000 ml.
Obsah formaldehydu v tomto roztoku sa stanovi takto
Odoberie sa 5,0 ml; prida sa 25,00 ml Standardného roztoku jodu (5.2.14.) a10,00
ml roztoku hydroxidu sodného (5.2.10.).
Necha sa stat’ pa’ mint.
Okysdli sa 11,00 ml HCI (5.2.11.) anadbytok Standardného roztoku jodu (5.2.14.) sa
titruje Standardnym roztokom tiosiranu sodného (5.2.15.) s pouZzitim roztoku Skrobu
(5.2.13.) ako indikétora.
1 ml roztoku jodu (5.2.14.) zodpoveda 1,5 mg formal dehydu.
Standard formaldehydu - zriedeny roztok
Zasobny roztok sa zriedi mobilnou fézou (5.2.16.) na 1/100 jeho pdvodne
koncentracie.
1 ml tohto roztoku obsahuje priblizne 37 mg formal dehydu.
Vypocita sajeho presny obsah.
Pristroje a pomécky
BeZné laboratdrne vybavenie,
HPLC pumpa, bezpulznd,
Nizkotlakova bezpul zna pumpa pre ¢inidlo (alebo druha HPLC pumpa),
Déavkovaci ventil s 10 m sluckou,
Reaktor na zaradenie za kolénu z nasledujUcich st¢asti
- jednal-litrovatrojhrdiova banka,
vyhrievacie hniezdo pre 1-litrovu banku,
- dve Vigreuxove kolény minimane s 10 etdZzami, dve vzduchom chladené,
- rurka z nehrdzavejlicel ocele (na vymenu tepla)1,6 mm — vnatorny priemer
0,23 mm, dizka = 400 mm,
- teflénovéa hadica 1,6 mm — vndtorny priemer 0,30 mm, dizka 5 m (franclizske
hackovanie, pozri dodatok ¢. 1),
- jednaspojka T bez akéhokol'vek mrtveho objemu (Valco aebo ekvivalent),
tri spojky bez akéhokol'vek mitveho objemu,
Alebo jedna stprava Applied Biosystems PCRS 520 na zaradenie za kolonu aebo
ekvivalent, vybavena 1-ml reaktorom,
Membranovy filter, velkost’ porov 0,45 mm.,
Néplir SEP-PAK® Cyg alebo ekvivalent,
Hotove komerc¢né kol dny
- Bischoff hypersil RP 18 (typ NC, katal6gove ¢islo C 25.46 1805)
(5 nm, dizka = 250 mm, vnutorny priemer = 4,6 mm),
- aebo Dupont, Zorbax ODS
(5 mm, dizka = 250 mm, vn(torny priemer = 4,6 mm),
- aebo Phase SEP, spherisorb ODS 2
(5 mm, dizka = 250 mm, vn(torny priemer = 4,6 mm).
Predkol6na
Bischoff Ky hypersil RP 18 (katal6gové ¢islo K1 G 6301 1805)
(5 mm, dizka = 10 mm aebo ekvivalent).
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5.3.10.

5.3.11L

5.3.12.
5.3.13.
5.3.14.
5.3.15.
5.3.16.
5.4.
54.1.

5.4.2.
54.2.1.

5.4.2.2.

5.4.3.

Kolona a predkolona sa spoja prostrednictvom systému Ecotube (katal6goveé ¢islo

A 15020508 Bischoff) alebo ekvivalentu.

Aparatira (5.3.5.) sa zostavi podl'a blokovej schémy v dodatku ¢. 2.

Prepojenia za dévkovacim ventilom musia byt ¢o najkratSie. V tomto pripade je

rurka z nehrdzavejUcej ocele medzi vystupom z reaktora a vstupom detektora uréena

na ochladenie zmes pred detekciou ateplota detektora nie je znama, ade je

konStantna.

UV-VIS detektor,

Zapisovat,

Centrifuga,

Ultrazvukovy kuper’,

Vibracné mieSadlo (vortex alebo ekvivalent).

Postup

Kalibracnha krivka

Tato sa zostroji nanesenim ploch pikov ako funkcie koncentracie roztokov

zriedeného Standardu formal dehydu.

Zriedenim referencného roztoku formaldehydu (5.2.19.) mobilnou fazou (5.2.16.) sa

pripravia Standardne roztoky

- 1,00 ml roztoku (5.2.19.) sa zriedi do 20,00 ml (priblizne 185 ng/100 ml),

- 2,00 ml roztoku (5.2.19.) sa zriedi do 20,00 ml (priblizne 370 ng/100 ml),

- 5,00 ml roztoku (5.2.19.) sazriedi do 25,00 ml (priblizne 740 ng/100 ml),

- 5,00 ml roztoku (5.2.19.) sazriedi do 20,00 ml (priblizne 925 ng/100 ml).

Standardné roztoky sa uchovévaju jednu hodinu pri laboratornej teplote amusia byt

cerstvo pripravené.

Linearita kalibracng krivky je dobra pre koncentracie medzi 1,00 a 15,00 nmg/ml.

Priprava vzorky

Emulzie (krémy, zaklady pre make-up, ocné linky )

Do zazétkovang 100 ml banky sa spresnostou na 0,001 g nav&Zi mnoZstvo

skiSobngj vzorky (mg) zodpovedajuce odhadovanému obsahu 100 nyg

formaldehydu. Prida sa presne odmeranych 20,00 ml dichlérmetanu (5.2.8.) a 20,00

ml kyseliny chlorovodikovej (5.2.12.). Fazy sa oddelia odstredenim na centrifige

(3 000 g, na dveminuty). Zatial sa koléna (5.3.7.) premyje 2 ml metanolu

(5.2.7.), potom sa upravi 5 ml vody (5.2.1.). Cez upravenu napln sa nechaju pretiect’

4 ml vodng fazy obsahujuce extrakt, prvé 2 ml sa vylgu azachytdva sa

nasledujlca frakcia

Lotiony, Sampony

Do zazétkovangj 100 ml banky sa spresnostou na 0,001 g navéZzi mnoZstvo

skuSobnegj vzorky (mg) zodpovedajlce odhadovanému obsahu okolo 500 ng

formaldehydu. Doplni sa mobilnou fazou (5.2.16.) do 100 ml. Prefiltruje sa cez

filter (5.3.6.) anadavkuje sa alebo sa nechd pretiect’ napliiou (5.3.7.) upravenou ako

v predchadzajicom pripade (5.4.2.1.). VSetky roztoky sa musia nadavkova’ hned’

po priprave.

Podmienky pre chromatografiu

- prietokovarychlost’ mobilngj fazy: 1 ml/min,

- prietokovarychlost’ ¢inidla: 0,5 ml/min,

- celkova prietokovarychlost’ cez vystup detektora: 1,5 ml/min,

- davkovany objem: 10 i,

- ducnateplota: v pripade komplikécie pri separacii, kolona sa ponori do kipel'a
Z topiaceho sal'adu pocka sa, kym sateplota ustdli (15 - 20 min),

- teplotareaktora zaradeného za kol énu: 100 °C,
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- detekcia: 420 nm.
Celéa ststava na chromatografiu a naslednt reakciu sa po pouziti musi - preplachnut’
vodou (5.2.1.). Ak sa ststava nepouZzije dlhSie ako dva dni, po premyti vodou musi
nasledovat’ premytie metanolom (5.2.7.). Pred opdtovnym pripravenim na pouZzitie
sa cez sustavu hecha pretiect’ voda, aby sa zabranilo krystalizécii.

5.5. Vypocet
Emulzie (5.4.2.1)
Obsah formaldehydu v % (hmot.)

C”10°" 100 _C”10*

5m 5m
Lotiony, Sampony
Podravzorca
C”10°" 100 _C”10*
m  om

kde
m  je hmotnost’ analyzovanej vzorky v g (5.4.2.1),
C je koncentrécia formaldehydu odg¢itana z kalibracnej krivky (5.4.1), v ng/100
ml.
5.6. Opakovate’nose’
Pri obsahu formaldehydu 0,05 % rozdiel medzi vysledkami dvoch paraelne
uskuto¢nenych stanoveni natej istej vzorke nesmie presiahnut’ 0,001 %.
Pri obsahu formaldehydu 0,2 % rozdiel medzi vysledkami dvoch paraelne
uskutoc¢nenych stanoveni natej istej vzorke nesmi presiahnut’ 0,005 %.

Dodatok ¢. 1
NAVOD NA ,FRANCUZSKE HACKOVANIE “

POTREBNE POMOCKY

- Jedna drevenacievka

vonkgj i priemer 5 cm s kruhovym otvorom s priemerom 1,5 cm v strede cievky. Vsunl sa
&yri ocel'ové klince (podl'a zobrazenia na obrazkoch 1 a 2). Vzdialenost medzi dvoma
klincami musi byt 1,8 cm amusia byt’ vzdialené 0,5 cm od kruhového otvoru.

- jedna neohybnaihla ( hatkovacieho typu ) do slucky teflénove hadice,

- 5 m teflénove) hadice s vonkaSim priemerom 1,6 mm, vnatornym 0,3 mm.

POSTUP

Pri “francizskom hatkovani ” sateflénova hadica ngjprv previegie cez kruhovy otvor v strede
cievky zvrchu nadol (asi 10 cm hadice sa necha vycnievat’ z dolného otvoru cievky, aby bolo
mozné nan prichytit’ refaz pocas procesu hatkovania ); potom sa hadica striedavo ovinie
okolo &tyroch klincov podl'a zobrazenia na obrézku 3.

Vrch a spodok francizskeho hatkovania sa ochrani kovovymi krizkami a pritlacnymi
skrutkami; treba dat’ pozor, aby sa neprerazil teflon pri utahovani. Hadica sa ovinie okolo
kazdého klinca po druhy raz a podl'a nasledujlceho postupu sa spravia “ ocka”

- doln& hadica sa h&ikom prelozi ponad horni hadicu ( obrézok 4). Tento proces za zopakuje
postupne na kazdom klinci (1, 2, 3, 4 proti smeru hodinovych ruciciek), kym sa nevytvori 5m
aebo ina poZadovana dizka haskovania.

Okolo 10 cm hadice sa necha na ukoncenie hackovania. Na ukoncenie retfaze sa hadica
prevlecie cez kazdu zo Styroch sluciek ajemne sa pritiahne.



Poznamka Vyrabané francuzske hatkovanie pre reaktory na zaradenie za kolénu je dostupné
natrhu (Supel co).

Schematicly nakres cievley
Obpdzol 1

Obrdzok 3

1 cm

4| B

Prva hadica

10 ecm

I

| |

I I

| I

| 1

I |

I |

|

| ll Obrdzak 4
I |

| 1

| I

I I

l 1

| I

I !

I |

Druha hadica
Ma wytworenie "oifka” sa dolng hadica
(plna tiara) prelod ponad horml hadicu
- - (pretudovana fara)

—

5¢cm

Obrezok 2

Obrdzok 5

440
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Dodatok ¢&. 2

1
R

\

Co~N~NOoTOohr WNE

HPLC pumpa

davkovaci ventil

kol6na s predkol 6nou

pumpanacinidlo

T-spojka bez mitveho objemu

T-spojka (Vortex)

spojka bez mitveho objemu

“francuzske hatkovanie”

reaktor

trojhrdlova banka s vriacou vodou
vyhrievacie hniezdo

chladivo

rurka z nehrdzavejlcej ocele navymenu tepla
vymennik tepla

UV-VIS detektor

jedna stprava PCRS 520 na zaradenie za kol6nu

eluent Eirudla

12
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4.1.
4.2.
4.3.
4.4.

4.5.
4.6.

4.7.

4.8.

4.9

4.9.1.
4.9.2.
4.9.3.

5.1
5.2.

12. STANOVENIE REZORCINOLU V SAMPONOCH A VLASOVYCH
LOTIONOCH
(Podra smernice Komisie 82/434/EHS zo 14. m§a 1982)

UCEL A OBLAST POUZITIA

Téo metdda presne uréuje stanovenie rezorcinolu v Samponoch avlasovych
lotionoch pomocou plynove] chromatografie. Tato metéda je vhodna pri jeho
obsahu vo vzorke od 0,1 do 2,0 % hmotnosti.

DEFINICIA
Obsah rezorcinolu vo vzorke stanoveny touto metédou sa vyjadri v hmotnostnych
percentach.

PRINCIP

Rezorcinol a 3,5-dihydroxytoluén (5-metylbenzén-1,3-diol), pridany do vzorky ako
vnutorny Standard sa oddelia od vzorky tenkovrstvovou chromatografiou. Obe
Zltceniny sa izoluju zoSkrabanim ich Skvin z tenkovrstvove plathe aextrakciou
metanolom. Nakoniec sa extrahované zlGceniny vysuSia, nasilyluju astanovia sa
plynovou chromatografiou.

CINIDLA

V&etky cinidla musia byt’ analyticky ¢isté.

25 % (hmot.) kyselina chlorovodikova,

Metanol,

96 % (obj.) etanal,

Hotové komeréné silikagélové TLC platne (na plastovom aebo hlinikovom
podklade) sfluorescencnym indikatorom. Deaktivuji sa nasledovne Platne
potiahnuté silikagélom sa postriekaju vodou do lesklého vzhradu. Platne sa nechaju
vysusit’ navzduchu pri laboratorng teplote jednu az tri hodiny.

Poznamka

Ak platne nie si deaktivované, mdze dochadzat’ k ireverzibilng adsorpcii
rezorcinolu nasilikagél.

Vyvijacie rozputadlo: aceton — chloroform — kyselina octova (obj. diely 20 : 75 :5).
Referencny roztok rezorcinolu: 400 mg rezorcinolu sa rozpusti v 100 ml 96 %
etanolu (4.3.) (1 ml zodpoveda 4 000 g rezorcinolu).

Roztok vnutorného Standardu: 400 mg 3,5-dihydroxytoluénu (DHT) sa rozpusti
v 100 ml 96 % etanolu (4.3.) (1 ml zodpoveda 4 000 ng DHT).

Standardna zmes: v 100 ml odmerngj banke sa zmie3a 10 ml roztoku 4.6 a10 m
roztoku 4.7., doplni sa 96 % etanolom po znatku (4.3.) apremieSa sa (1 ml
zodpoveda 400 ng rezorcinolu a 400 ng DHT).

Silylagné ¢inidla

N,O-bis(trimetylsilytrifluéracetamid (BSTFA).

Hexametyldisilazan (HMDS).

Trimetylchlérsilan (TMCS).

PRISTROJE A POMOCKY

BeZné zariadenie na tenkovrstvovl a plynova chromatografiu.
Laboratorne sklo.
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6.1.
6.1.1.

6.1.2.

6.1.3.

6.1.4.
6.1.5.

6.1.6.

6.1.7.

6.1.8.

6.1.9.
6.1.9.1.

6.1.9.2.

6.2.
6.2.1.

POSTUP
Priprava vzorky
Do 150 ml kadicky sa presne navéaZi ¢ast’ vyrobku (m gramov), ktora obsahuje
priblizne 20 az 50 mg rezorcinolu.
Okydli sa kyselinou chlorovodikovou (4.1.), kym zmes nie je kysla (potrebné su
priblizne 2 az 4 ml), prida sa 10 ml (40 mg DHT) roztoku vnutorného Standardu
(4.7.) apremiesa sa. Setanolom (4.3.) sa prenesie do 100 ml odmerngj banky,
etanolom sa doplni po znacku a premiesa sa.
250 m roztoku (6.1.2.) sa nanesie na deaktivovanu silikagélovu platiu (4.4.) vo
forme sividg ciary dihg priblizne 8 cm. Treba s dat’ pozor, aby bola ciara ¢o
najtensia.
Na ta istd platiu sa rovnakym spésobom (6.1.3.) nanesie 250 m referencného
roztoku (4.8.).
Na dva body Startovacej Ciary sa nanesie po 5 m z kazdého z roztokov 4.6. a4.7. na
urah¢enie lokalizacie po vyvinuti platne.
Platha sa necha vyvindt v parami nenasyteng vyvijacey komore naplneng
vyvijacim rozpustadiom 4.5., kym ¢elo rozpustadla nedosiahne Uroven 12 cm od
Startovaceg) ciary; to zvycajne trva 45 mindt. Platha sa vysuSi na vzduchu aoblast’
rezorcinolu/DHT sa lokalizuje pod krétkovinnym UV Ziarenim (254 nm). Tieto dve
zlGgeniny maju priblizne rovnaké R hodnoty. Skvrny sa oznatia ceruzkou vo
vzdialenosti 2 mm od vonkajSgj tmave) linie ohranicujuce) Skvrny. Oznacené oblasti
sa zoSkrabu a adsorbent z kazdej Skvrny sa zozbierado 10 ml flaSe.
Adsorbent obsahujici vzorku aadsorbent obsahujuci referencnd zmes sa
extrahuje nasledovnym spbsobom
Pridgju sa 2 ml metanolu (4.2.) aextrahuje sa jednu hodinu za stdleho mieSania.
Prefiltruje sa a extrakcia sa opakuje s 2 ml metanolu d’alSich 15 mindt.
Extrakty sa spoja arozpust'adlo sa odpari do sucha cez noc vo vakuovom exsikatore
naplnenom vhodnym susidlom. Nesmie sa pouZit’ nijaky zdroj tepla.
Zvysok (6.1.8.) sa silyluje spdsobom uvedenym pod 6.1.9.1. a6.1.9.2.
Mikrostriekackou sa prida 200 m BSTFA (4.9.1.) azmes sa necha v uzavretej
nadobe pocas 12 hodin pri laboratorngj teplote.
Jeden po druhom sa mikrostriekackou prida 200 m HMDS (4.9.2.) a100 m TMCS
(4.9.3.) azmes sa zahrieva 30 mindt na 60 °C v uzavretej nddobe. Zmes sa ochladi.
Plynova chromatografia
Chromatogr afické podmienky
Kolona musi poskytovat’ rozlisenie R minimalne 1,5, kde
R = 2d'(r, - r) ’

W, +w,
kde
rparp s reten¢né ¢asy dvoch pikov v minatach,
rpar je Sirkatych istych pikov v polovi¢nej vyske v mm,
d jerychlost’ zapisovata v mm za minutu.
Zigtilo sa, Ze je vhodnd nasedovna kolona apodmienky pre plynova
chromatografiu

Koléna

materidl: nehrdzavej Uca ocel’

dizka: 200 cm

vnutorny priemer: ~3mm

napli: 10 % OV-17 na Chromosorbe WAW, 100 az 120 mesh
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6.2.2.

Plamenovo-ionizacny detektor

Teploty

Kolona 185 °C (izotermicky)
Detektor 250 °C

Vstrekovaci ventil 250 °C

Nosny plyn dusik

Prietok 45 ml/min.

Prietok vodika a vzduchu nastavte podl'a pokynov vyrobcu.

Do plynového chromatografu sa vstrekne 1 az 3 ni roztoku ziskaného v 6.1.9. Pre
kazdy roztok (6.1.9.) sa uskutoéni pét’ nastrekov; meria sa plocha pikov, vypocita sa
priemerna hodnota a vypocita sa pomer plochy pikov: S = plocha piku rezorcinolu/
plocha piku DHT.

VYPOCET
Obsah rezorcinolu vo vzorke sa vyjadri v hmotnostnych % (% hmotn.) je dany
. _ 4 - szroky
% rezorcinolu = — ,
M S

Standardnej zmesi

kde
M je testovany podiel vyrobku v gramoch (6.1.1.),
Suzorky je priemerny pomer plochy pikov podl'a 6.2.2. pre roztok vzorky,

Sktandardng zmesi ] € Priemerny pomer plochy pikov podr'a 6.2.2. pre Standardnu zmes.

OPAKOVATELNOST 2

Pri obsahu rezorcinolu okolo 0,5 % nesmie rozdiel medzi vysledkami dvoch
paralelne uskutocnenych stanoveni na te istg vzorke presiahnut’ v absolUtne)
hodnote 0,025 %.
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13. STANOVENIE METANOLU V POMERE K ETANOLU ALEBO PROPAN-2-OLU

4.1.
4.2.
4.3.
4.4.

5.2.
5.3.
5.4.

6.2.
6.2.1.
6.2.1.1.

6.2.1.2.

(Podra smernice Komisie 82/434/EHS zo 14. maja 1982)

UCEL A OBLAST POUZITIA

Tato metdda opisuje analyzu metanolu plynovou chromatografiou vo vSetkych
druhoch kozmetickych vyrobkov (vratane aerosolov).

M&zZe byt’ stanoveny relativny obsah 0 az 10 %.

DEFINICIA
Obsah metanolu stanoveny touto metédou sa vyjadri v hmotnostnych % metanolu
v pomere k etanolu a propan-2-olu.

PRINCIP
Stanovenie sa uskutoéni plynovou chromatografiou.

CINIDLA

PouZiju saiba analyticky cisté ¢inidla

Metanol,

Absolutny etanol,

Propan-2-ol,

Chloroform, zbaveny alkoholov premytim vodou.

PRISTROJE A POMOCKY

Plynovy chromatograf

s tepel novodivostnym detektorom (katarometrom) pre aerosolove vzorky,

S plameiovo-ioniza¢nym detektorom pre neaerosolové vzorky.

Odmerné banky, 100 ml,

Pipety,2ml,20ml,0az 1 ml,

Mikrostriekacky 0 az 100 m a0 aZ 5 nl a (iba pre aerosolové vzorky) Specidlna
vzduchotesna striekacka so zasivacim ventilom (postup pripravy vzorky na obr.
¢. 5).

POSTUP
Priprava vzorky
Z aerosodlovych vzoriek sa pripravuju vzorky podlra ¢asti 2. tejto prilohy a potom sa
analyzuju plynovou chromatografiou za podmienok v 6.2.1.
Z neaerosolovych vzoriek sa pripravuju vzorky podla vySSie uvedeng casti 2,
zriedia sa vodou na hladinu 1 aZ 2 % etanolu alebo propan-2-olu apotom sa
analyzuju plynovou chromatografiou za podmienok v 6.2.2.
Plynova chromatografia
Pre aerosolové vzorky sa pouZiva tepelnovodivostny detektor (katarometer).
PouZije sa kol6na naplnena 10 % Hallcomid-om M 18 na Chromosorbe WAW, 100
az 200 mesh.
Kolona musi poskytovat’ rozlisenie R minimalne 1,5, kde

dr, - dr,

W, +w,

R=2

kde

rparp s reten¢né ¢asy dvoch pikov v minatach,

rpar je Sirkatych istych pikov v polovi¢nej vyske v mm,
d jerychlost’ zapisovata v mm za minutu.
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6.2.1.3.

6.2.2.
6.2.2.1.

6.2.2.2.

6.2.2.3.

Nasl edujtce podmienky umoZznuju dosiahnut’ uvedené rozliSenie
Koléna

Materidl nehrdzavej (ca ocel’
Dizka 35m
Priemer 3mm
Prud cez mostik katarometra 150 mA
Nosny plyn hélium
Tlak 2,5 bar
Prietok 45 ml/min.
Teploty

Vstrekovaci ventil 150 °C
Detektor 150 °C
Ohrev kolony 65 °C

Pre neaerosolové vzorky
PouZije sa koldna naplnena Chromosorbom 105 alebo Porapakom QS a plameinovo-

ioniza¢ny detektor.
Kolona musi poskytovat’ rozlisenie R minimalne 1,5, kde:
R=2 dr, - dr, ’
W, +w,
kde
rpar st retencné ¢asy dvoch pikov v mindtach,
rparp je Sirkatych istych pikov v poloviéng vyske v mm,
d jerychlost’ zapisovatav mm za minutu.

Nasl edujtice podmienky umoZziuju dosiahnut’ uvedené rozliSenie
Koléna

materiél nehrdzavej Uca ocel
dizka 2 metre
priemer 3mm
Citlivost elektrometra 8~ 10° A
Plyny

nosny: dusik

tlak: 2,1 bar
prietok: 40 mi/min.
Pomocny plyn: vodik

tlak: 1,5 bar
prietok: 20 ml/min.
Teploty

vstrekovaci ventil: 150 °C
detektor: 230 °C

ohrev koloény : 120 a7 130 °C

KALIBRACNY GRAF

Pri postupe pre plynovu chromatografiu 6.2.1. (kol6na Hallcomid M18) sa pouZziju
nasledovné referencné zmesi. Tieto zmes sa pripravia meranim pipetami, ale
presné mnozstvo sa zisti okamZitym vézenim pipety alebo banky po kaZzdom
pridani.
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1.2.

7.3.

Relativny obsah Metanol Etanql alebo Chloroform pridany
propan-2-ol :

(% hmotn.) (ml) () do objemu
priblizne 2,5 % 0,5 20 100 ml
priblizne 5,0 % 1,0 20 100 ml
priblizne 7,5 % 15 20 100 ml
priblizne 10,0 % 2,0 20 100 ml

Do chromatografu sa nastrekntl 2 az 3 m za podmienok v 6.2.1.

Vypocita sa pomer pléch pikov (metanol/etanol alebo metanol/propan-2-ol) pre
kazdl zmes. Zostroji sakalibracny graf, kde savynesie na

0s X: % metanolu v pomere k etanolu alebo propan-2-olu,

os Y: pomer plochy pikov (metanol/etanol alebo metanol/propan-2-ol).

Pri postupe pre plynovu chromatografiu 6.2.2. (Porapak QS alebo Chromosorb 105)
sa pouZiju nasledovné referencné zmesi. Tieto zmes sa pripravia meranim
mikrostriekackou a pipetou, ale presné mnozstvo sa zisti okamzitym vazenim pipety
alebo banky po kazdom pridani.

Relativny obsah Metanol Etanql alebo Chloroform pridany
propan-2-ol :

(% hmotn.) (ml) () do objemu
priblizne 2,5 % 50 2 100 ml
priblizne 5,0 % 100 2 100 ml
priblizne 7,5 % 150 2 100 ml
priblizne 10,0 % 200 2 100 ml

Do chromatografu sa nastreknul 2 az 3 m za podmienok v 6.2.2.

Vypocita sa pomer pléch pikov (metanol/etanol alebo metanol/propan-2-ol) pre
kazdu zmes. Zostroji sakalibracny graf, kde savynesie na

0s X: % metanolu v pomere k etanolu alebo propan-2-olu,

0s Y: pomer plochy pikov (metanol/etanol alebo metanol/propan-2-ol).

Kalibracny graf musi byt priamka.

OPAKOVATELNOST ?)

Pri obsahu metanolu 5 % v pomere k etanolu alebo propan-2-olu nesmie rozdiel
medzi vysedkami dvoch paralelne uskutocnenych stanoveni na te istel vzorke
presiahnut’ 0,25 %.
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4.1.
4.2.
4.3.
4.4.
4.5.
4.6.

5.1
5.2.
5.3.

5.4.

6.2.

6.2.1.

6.2.2.

14. STANOVENIE DICHLORMETANU A 1,1,1-TRICHLORETANU
(Podra smernice Komisie 83/514/EHS z 27. septembra 1983)

ROZSAH A OBLAST POUZITIA
Tdo metéda opisuje stanovenie dichlormetanu  (metylénchloridu) a
1,1,1-trichléretdnu (metylchlorformu) vo vsetkych kozmetickych vyrobkoch, ktoré
moZu obsahovat’ tieto rozpustadla.

DEFINICIA
Obsah dichlérmetanu a 1,1,1-trichléretanu stanoveny vo vzorke podla tejto metédy
savyjadri v hmotnostnych percentach.

PRINCIP
Té&o metdéda vyuzZiva plynova chromatografiu schloroformom ako vnutornym
Standardom.

CINIDLA

V&etky cinidla musia byt’ analyticky cisté.
Chloroform (CHCl3),

Chlorid uhlicity (CCly),

Dichlormetan (CH.Cl5),
1,1,1-trichléretén (CH3CCl3),

Aceton,

Dusik.

PRISTROJE A POMOCKY

BeZné laboratérne vybavenie.

Plynovy chromatograf vybaveny tepelnovodivostnym detektorom.

FraSa na prenesenie vzorky, 50 aZ 100 ml (podra 5.3 metddy uvedeng v casti 2
Laboratorna priprava skusobnych vzoriek).

Tlakova injekénd striekacka, 25 az 50 m (podra 5.4.2.2 metddy uvedengj v ¢asti 2
Laboratorna priprava skusobnych vzoriek).

POSTUP

Vzorka, ktord nie je pod tlakom: vzorka sa presne nav&Zi do kénicke banky so
zatkou. Prida sa presne navaZzené mnozstvo chloroformu (4.1.) ako vnutorného
Standardu  zodpovedgjice  predpokladanému  mnozstvu  dichlormetanu
al,1,1-trichloretanu obsiahnutému vo vzorke. Dokladne sa premiesa.

Vzorka pod tlakom: pouZije sa metéda na pripravu vzoriek opisana v prisiusne
kapitole, ale s nasledujucimi upresneniami

Po preneseni vzorky do fl'aSe (5.3.) sad’alg do tejto fl'aSe prida objem chloroformu
(4.1.), ako vnutorného &tandardu, zodpovedajlci predpokladanému mnoZstvu
dichlormeténu a/alebo 1,1,1-trichléretdnu obsiahnutému vo vzorke. Dokladne sa
premieSa. Mitvy objem ventilu sa prepléchne 0,5 ml chloridu uhli¢itého (4.2.). Po
vysuSeni sa zrozdielu hmotnosti presne stanovi hmotnost’ pridaného vnatorného
Standardu.

Po naplneni striekacky vzorkou by sa Spicka striekacky mala vyplachnut’ pradom
dusika (4.6.) tak, Zze v ng pred nastrekom vzorky do chromatografu nezostane
Ziadny zvySok.
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6.2.3.  Po odobrati kazdeg vzorky by sa povrch ventilu a prenaSacej ¢asti mal niekol'kokrat
prepléchnut’ acetonom (4.5.) (ak sa vyZaduje, s pouZitim injekéng striekacky)
a potom sa dékladne vysusit’ dusikom (4.6.).

6.24. Za kazdlu anayzu sa uskutocnia merania spouzitim dvoch réznych flias na
prenaSanie vzoriek a za kazdu fl'adu sa vykona pét’ merani.

7. PODMIENKY PRE CHROMATOGRAFIU
7.1 Predkol6na

Materidl kolony  nehrdzavejlca ocel’.

Dizka 300 mm.

Priemer: 3az 6 mm.

Napli: rovnaky materidl, akym je naplnena analyticka kol éna.
7.2. Kol6na

Stacionarna faza vyrobend z Hallcomidu M 18 na chromosorbe. Kol6na musi
poskytovat’ rozlisenie ,,R* rovnaké alebo lepSie ako 1,5, kde

R=2 d (r2 - rl)

W + W,
kde
rpar su reten¢éné casy (v minatach),
Wi aW, je Sirka pikov v polovi¢ng vyske piku (v milimetroch),
d jerychlost’ zapisovaca (v milimetroch za minutu).

7.3. Ako priklady st uvedené kolony, ktoré poskytuju dané vysledky

Kolona I [
Materid: nehrdzavejca ocel nehrdzavejca ocel
DiZka: 350 cm 400 cm
Priemer: 3mm 6 mm
Nosi¢:
chromosorb: WAW WAW-DMCS-HP
zrnitost”: 100 — 120 mesh 60 — 80 mesh
Stacionarnafaza: Hallcomid M 18, 10 % Hallcomid M 18, 20 %

Teplotné podmienky sa mézu lisit v zavidlosti od pouZitého pristroja. Na prikladoch

boli nastavené takto

Kol6na I I
Teploty:
kol6na: 65 °C 75°C
davkovaci ventil: 150 °C 125°C
detektor: 150 °C 200 °C
Nosny plyn:
prietokova rychlost’
hélia: 45 ml/min. 60 ml/min.
vstupny tlak: 2,5 bar 2 bar
Nastrek: 15n 15n




9.2.

10.

ZMES NA STANOVENIE ODOZVOVEHO FAKTORA

Do konickej banky so zétkou sa presnym navézenim pripravi nasledujica zmes
dichlérmetan (4.3.), 30 % (hmot.),

1,1,1-trichl6retan (4.4.), 35 % (hmot.),

chloroform (4.1.), 35 % (hmot.).

VYPOCTY

Vypocet odozvového faktora latky ,p* vo vzrahu klatke ,a* 2zvoleng ako
vnutorny Standard

Nech prvalétkaje,p", potom

Ko j€ odozvovy faktor,

mp j& hmotnost’ v zmes,

A, plochajg piku.

Nech druhalétkaje,a‘, potom

ka e odozvovy faktor (zvoleny ako rovny jedng)),
Ma jg hmotnost v zmes,

A, plochajg piku.

Potom
m," A,
Kp= —————
M,” A,

Na prikladoch boli ziskané nasledovné hodnoty odozvovych faktorov (pre
chloroform k = 1)
dichlérmetan k; = 0,78 £ 0,03,
1,1,1-trichléretan k, = 1,00 + 0,03.
Vypocet %  (hmot.) dichlérmetanu  al1,1,1-trichléretanu  pritomnych
v analyzovanej vzorke
Nech
m, je hmotnost’ pridaného chloroformu (v gramoch),
Ms jehmotnost analyzovanel vzorky (v gramoch),
A, jeplocha piku chloroformu,
A; jeplocha piku dichlérmetanu,
A, jeplochapiku 1,1,1-trichléretanu,
potom
% (hmot.) CH,Cl, = e A1 Ki 100,
A, M

s

.~ 100

m,” A,
A

| xe

% (hmot.) CH3CCl3 =

’
a S

OPAKOVATELNOST )

Pri obsahu dichlérmetdnu a/alebo 1,1,1-trichléretanu 25 % (hmot.) rozdiel medzi
vysledkami dvoch paralelne uskutoénenych stanoveni na tej istg vzorke nesmie
presiahnut’ absol Gtnu hodnotu 2,5 % (hmot.).
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4.1.
4.2.

4.3.
4.4.
4.5.
4.6.
4.7.
4.8.
4.9.
4.10.
4.11.
4.12.
4.13.
4.14.
4.15.
4.15.1.

4.15.2.

4.16.

15. DOKAZ A STANOVENI E CHI NOLI’N-Q—OLU
A BIS(8-HYDROCHINOLINIUM)-SULFATU
(Podra smernice Komisie 83/514/EHS z 27. septembra 1983)

ROZSAH A OBLAST POUZITIA
Téo metdda opisuje dbkaz a kvantitativne stanovenie chinolin-8-olu ajeho sulfétu.

DEFINICIA
Obsah chinolin-8-olu abis(8-hydroxychinolinium)-sulfatu stanoveny vo vzorke
podl'atejto metédy sa vyjadri v hmotnostnych percentéch chinolin-8-olu.

PRINCIP

Dokaz

Dokazuju sa tenkovrstvovou chromatografiou.

Stanovenie

Stanovenie sa uskutocni  spektrofotometriou komplexu ziskaného reakciou
s Fehlingovym roztokom pri 410 nm.

CINIDLA

V&etky cinidla maju byt analyticky cisté.

Chinolin-8-ol.

Benzén. Vzhradom na jeho jedovatost’ je potrebné pracovat’ sbenzénom velmi
opatrne.

Chloroform.

Vodny roztok hydroxidu sodného, 50 % (hmot.) roztok.

Pentahydrét siranu med’natého.

Vinan draselno-sodny.

1 M kyselina chlorovodikova.

0,5M kysdlinasirova.

1 M roztok hydroxidu sodného.

Etanol.

Butan-1-ol.

Ladova kyselina octova.

0,1 M kyselina chlorovodikova.

,»Celit 545" alebo jeho ekvivalent.

Sandardné roztoky

Do 100 ml odmerngj banky sa navazi 100 mg chinolin-8-olu (4.1.). Rozpusti sa v
malom mnozZstve kyseliny sirovej (4.8.). Doplni sa kyselinou sirovou (4.8.) po
znacku.

Do 100 ml odmerngj banky sa havazi 100 mg chinolin-8-olu. Rozpusti sa v etanole
(4.10.). Doplni sa etanolom (4.10.) po znactku a premiesa sa.

Fehlingov roztok

Roztok A

Do 100 ml odmerng banky sa navaZi 7 g pentahydratu siranu med’natého (4.5.).
Rozpusti sav malom mnoZstve vody. Doplni sa vodou po znac¢ku a premiesa sa.
Roztok B

Do 100 ml odmernegj banky sa navaZi 35 g vinanu draselno-sodného (4.6.). Rozpusti
sav 50 ml vody. Prida sa 20 ml roztoku hydroxidu sodného (4.4.). Doplni sa vodou
po znatku a premieSa sa. Tesne pred pouzitim sa do 100 ml odmernej banky pipetou
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4.17.

4.18.

4.19.
4.20.
4.21.
4.22.

4.23.

5.1
5.2.
5.3.
5.4.
5.5.
5.6.
5.7.
5.8.
5.9.
5.10.
5.11.
5.12.

6.1.
6.1.1.

6.1.1.1.

6.1.1.2.

6.1.1.3.

6.1.1.4.

prenesie 10 ml roztoku A a 10 ml roztoku B. Doplni sa vodou po znacku a premiesa
sa

Elucné zmesi pre tenkovrstvova chromatografiu

| : Butén-1-ol (4.11) / kyselina octova (4.12.) / voda (obj. diely 80 : 20 : 20).

Il : Chloroform (4.13/ kyselina octova (4.12.) (obj. diely 95 : 5).
2,6-Dichlor-4-(chlérimino)cyklohexa-2,5-dienén, 1 % (hmot./objem) roztok v
etanole (4.10.).

Uhli¢itan sodny, 1 % (hmot.) roztok vo vode.

Etanol (4.10.), 30 % (obj.) roztok vo vode.
Dinatrium-dihydrogen-etyléndiamintetraacetét, 5 % (hmot.) roztok vo vode.

TImivy roztok, pH 7

Do jednolitrovej odmerngj banky sa navéZi 27 g bezvodého dihydrogenfosforecnanu
draselného a 70 g trihydratu hydrogenfosforecnanu didraselného. Doplni sa vodou
po znacku.

Priprava tenkovr stvovych platniciek

Hotové tenkovrstvové chromatografické platne o hribke 0,25 mm (napr. Merck
Kieselgel 60 aebo ich ekvivalent). Pred pouZitim sa postrieka 10 ml ¢inidla (4.21.)
avysusi pri 80 °C.

PRISTROJE A POMOCKY

100 ml banka s guratym dnom a zabrusovym sklenym hrdiom

Odmerné banky

Delené pipety, 10a5 ml

Nedelené pipety, 20, 15, 10a5 ml

Oddelovacie lieviky, 100, 50 a 25 ml

Skladany filtracny papier, priemer 90 mm

Rotacna vakuova odparka

Spétny chladi¢ so zabrusovym sklenenym hrdiom

Spektrof otometer

Kyvety s optickou dréhou dlhou 10 mm

MieSadlo s vyhrevnou platiiou

Sklenena chromatograficka kol na rozmerov: dizka 160 mm s priemerom 8 mm, na
spodnom, zuZenom konci so zatkou zo sklengj vaty a snadstavcom na moznu
aplikéaciu tlaku na hornom konci.

POSTUP

Dokaz

Kvapalné vzorky

Hodnota pH casti testovangl vzorky sa upravi na 7. Na $tartovaciu ¢iaru na
predpripraveng) silikagélove tenkovrstvove platnicke (4.23.) sa nanesie 5 a 10 ni
vzorky.

Na dva d’alSie body na Startovacej ¢iare sa nanesie 10 a 30 m Standardného roztoku
(4.15.2.); potom sa platnicka necha vyvijat’ v jedngj z dvoch elucnych zmesi (4.17.).
Ked’ ¢elo rozpustadlia dosiahne 150 mm, platnicka sa vysusi pri 110 °C (poc¢as 15
minut). Skvrny chinolin-8-olu fluoreskuji pod UV lampou (366 nm) na Zlto.

Platni ¢cka sa postrieka roztokom uhli¢itanu sodného (4.19.). Vysusi sa a postrieka sa
roztokom 2,6-dichlér-4-(chlérimino)cyklohexa-2,5-dienénu (4.18.). Chinolin-8-ol
sa zviditel'ni ako modra Skvrna.
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6.1.2.

6.1.2.1.

6.1.2.2.

6.2.
6.2.1.

6.2.1.1.

6.2.1.2.

6.2.1.3.

6.2.1.4.

6.2.2.

6.2.2.1.

6.2.2.2.

6.2.2.3.

6.2.2.4.

6.2.2.5.

6.2.2.6.

Tuhé vzorky alebo krémy

1 g vzorky sa disperguje v 5 ml timivého roztoku (4.22.). Potom sa prenesie s 10 ml
chloroformu (4.3.) do oddelovacieho lievika a pretrepe sa. Po oddeleni
chloroformovej vrstvy sa vodna vrstva este dvakrat extrahuje 10 ml chloroformu
(4.3.). Spojené a prefiltrované chloroformové extrakty sav 100 ml banke s gulatym
dnom (5.1.) odparia na rotacngj vakuovej odparke (5.7.) takmer do sucha. Odparok
sa rozpusti v 2 ml chloroformu (4.3.) a 10 a 30 mi skvrny ziskaného roztoku sa
nanesll na silikagélovl platiu na chromatografiu na tenke vrstve (4.23.) podra
metody opisang vysSiev 6.1.1.1. ad’alg.

Na platnicku sa nanesie 10 a 30 m Standardného roztoku (4.15.2.) a pokracuje sa,
ako jeopisanév 6.1.1.2. az 6.1.1.4.

Stanovenie

Kvapalné vzorky

Do 100 ml banky sgulatym dnom sa navéZi 5 g vzorky. Prida sa 1 ml roztoku
kyseliny sirovel (4.8.) a zmes sa odpari za zniZzeného tlaku pri 50 °C takmer
dosucha.

Tento zvySok sa rozpusti v 20 ml teplg vody. Prenesie sa do 100 ml odmernej
banky. Oplachne satrikrét 20 ml vody. Doplni savodou do 100 ml a premie3a sa.

Do 50 ml oddel'ovacieho lievika (5.5.) sa pipetou prenesie 5 ml tohto roztoku. Prida
sa 10 ml Fehlingovho roztoku (4.16.). Ziskany med’naty komplex chinolin-8-olu
(oxin-kuprium (1S0)). sa extrahuje trikrat 8 ml chloroformu (4.3.).

Chloroformoveé vrstvy sa prefiltruju a zachytavaja do 25 ml odmerngj banky (5.2.).
Doplnia sa chloroformom (4.3.) po znatku a premieSgju sa. Meria sa absorbancia
ZItého roztoku voci chloroformu pri 410 nm.

Tuhé vzorky alebo krémy

Do 100 ml banky s gulatym dnom (4.1.) sa navézi 0,500 g vzorky. Prida sa 30 ml
benzénu (4.2.) a 20 ml kyseliny chlorovodikove (4.7.). Obsah sa za mieSania
zahrievanareflux po¢as 30 minut.

Obsah banky sa prenesie do 100 ml oddel'ovacieho lievika (5.5.). Oplachne sa 5 ml
1 M HClI (4.7.). Vodna féza sa prenesie do banky s guratym dnom (5.1.) a
benzénova faza sa premyje 5 ml kyseliny chlorovodikovej (4.7.).

V pripade vytvorenia emulzii, ¢o brani d'alSiemu postupu, sa zmieSa 0,500 g vzorky
s 2 g Celitu 545 (4.14.), ¢im sa vytvori volne sypky prasok. Zmes sa po maych
Castiach prenesie do sklenengj chromatografickej kolony (5.12.).

Po kazdom pridani pritlaéte napln kolony. Hned” ako sa do kolény prenesie cela
zmes, eluuje sa kyselinou chlorovodikovou (4.13.) takym spdsobom, aby sa 10 mi
eluatu ziskalo priblizne za 10 mindt (ak je to potrebné, ellcia mbze byt uskutoénena
pod miernym tlakom dusika). Po¢as ellcie sa musi zabezpecit', aby nad vrstvou
néplne kolény vzdy bolo nejaké mnoZstvo kyseliny chlorovodikovej. Prvych 10 ml
eluatu sad’alg spracuje, ako je opisanév 6.2.2.4.

Zachytené vodné fazy (6.2.2.2.) alebo eluéd (6.2.2.3.) sa odparia na vakuove
rotacnej odparke za zniZeného tlaku takmer do sucha.

ZvySok sa rozpusti v 6 ml roztoku hydroxidu sodného (4.9.). Prida sa 20 mi
Fehlingovho roztoku (4.16.) aobsah banky sa prenesie do 50 ml oddel'ovacieho
lievika (5.5.). Banka sa premyje 8 ml chloroformu (4.3.). Pretrepe sa
a chloroformova féza sa prefiltruje do 50 ml odmernegj banky (5.2.).

Extrakcia sa zopakuje trikrdt s8 ml chloroformu (4.3.). Chloroformové fazy sa
prefiltruju a zachytavaju do 50 ml odmernegj banky. Doplni sa chloroformom (4.3.)
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8.2.

po znacku apremieSa sa. Meria sa absorbancia Zltého roztoku voci chloroformu
(4.3.) pri 410 nm.

KALIBRACNA KRIVKA

Do &yroch 100 ml baniek sgulatym dnom (5.1), kazda obsahuje 3 ml 30 %
vodného etanolu (4.20), sa napipetuje 5, 10, 15 a20 ml Sandardného roztoku
(4.15.1), odpovedajuce 5, 10, 15 a20 mg chinolin-8-olu. Postupuje sa, ako je
opisanév 6.2.1.

VYPOCET
Kvapalné vzorky
Obsah chinolin-8-olu (v % (hmot.)) = & * 100,
m
kde
a = miligramy chinolin-8-olu od¢itané z kalibracngj krivky (7),

m = hmotnost’ testovang casti vzorky (6.2.1.1) (v miligramoch).
Tuhé vzorky alebo krémy

2a
Obsah chinolin-8-olu (v % (hmot.)) = — ~ 100,
m

kde
a = miligramy chinolin-8-olu od¢itané z kalibracnej krivky (7),
m = hmotnost’ testovang ¢asti vzorky (6.2.1.1) (v miligramoch).

OPAKOVATELNOST 2

Pri obsahu chinolin-8-olu okolo 0,3 % by rozdiel medzi vysledkami dvoch paralelne
uskuto¢nenych stanoveni na tej iste] vzorke nemal presiahnut’ absolUtnu hodnotu
0,02 %.
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4.1.
4.2.
4.3.
4.4.
4.5.
4.6.
4.7.

5.1
5.2.
5.3.
5.4.
5.5.

6.2.

6.3.
6.4.

6.5.

16. STANOVENIE AMONIAKU
(Podra smernice Komisie 83/514/EHS z 27. septembra 1983)

ROZSAH A OBLAST POUZITIA
Tato metdda opisuje stanovenie vol'ného amoniaku v kozmetickych vyrobkoch.

DEFINICIA
Obsah amoniaku stanoveny vo vzorke podra tejto metddy sa vyjadri
v hmotnostnych percentach amoniaku.

PRINCIP

Roztok chloridu barnatého sa prida do testovane c¢asti kozmetickych vyrobkov
zriedeng) vo vodnom roztoku metanolu. Akakol'vek zrazenina, ktora by vznikla sa
odfiltruje alebo odstredi na centriflge. Tento postup zabranuje stratam amoniaku
poc¢as destilacie s vodnou parou z niektorych soli amoniaku, ako napriklad uhlic¢itan
alebo hydrogenuhli¢itan amoénny asoli mastnych kyselin, svynimkou octanu
amonneho.

Z filtrétu alebo supernatantu sa amoniak oddeli destil&ciou s vodnou parou a stanovi
sa potenciometrickou alebo inou titraciou.

CINIDLA

V&etky cinidla maju byt analyticky cisté,

Metanol,

Dihydrét chloridu béarnatého, 25 % (m/v) roztok,

Kyselina trihydrogenborita, 4 % (m/v) roztok,

Kyselinasirova, 0,25 M &andardny roztok,

Kvapalina obmedzujlca penenie,

Hydroxid sodny, 0,5 M Standardny roztok,

Indikator, ak je potrebny: 5 ml 0,1 % (m/v) roztoku metyl¢ervene v etanole sa
zmieSas 2 ml 0,1 % (m/v) roztoku metylénovej modrej vo vode.

PRISTROJE A POMOCKY

BeZné laboratdrne vybavenie,

Centrifaga so 100 ml uzavieratelnymi odstredivkovymi skimavkami,

Aparatira na destilaciu s vodnou parou,

Potenciometer,

Indiké&torova sklenend elektroda akalomelova (s chloridom ortutnym) referencnéa
elektroda.

POSTUP

Do 100 ml odmerngl banky sa navé&Zi vzorka ohmotnosti (m) zodpovedajica
maximalne 150 mg amoniaku.

K vzorke sa pridd 10 ml vody, 10 ml metanolu (4.1.) a10 ml roztoku chloridu
barnatého (4.2.). Doplni sa metanolom (4.1.) do 100 ml.

Roztok sa premieSa anechi sast&’ cez noc v chladnicke (5 °C).

Potom sa e&te chladny roztok prefiltruje alebo odstredi na centrifige v uzavretych
kyvetéch pocas 10 mindt, tak aby sa ziskal ciry filtrét alebo vrstva supernatantu.

40 ml tohto ¢ireho roztoku sa pipetou prenesie do aparatUry na destilaciu s vodnou
parou (5.3.) spridavkom 0,5 ml kvapaliny obmedzujlice penenie (4.5.), ak je to
potrebné.
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6.6.

6.7.

6.8.

7.2.

Predestiluje sa a 200 ml destilétu sa zachytava do 250 ml kadi¢ky obsahujdcej 10 ml
Standardného roztoku kyseliny sirovej (4.4.) a0,1 ml indikétora (4.7).

Nadbytok kyseliny sa spétne titruje so Standardnym roztokom hydroxidu sodného
(4.6.).

Poznamka pre potenciometrické stanovenie sa 200 ml destilatu zachytava do
250 ml kadicky obsahujucej 25 ml roztoku kyseliny trihydrogenboritej (4.3.)
atitrujesa Sandardnym roztokom kyseliny sirove) (4.4.); zostroji sa titracna
krivka.

VYPOCTY

Vypocet v pripade spatnej titracie

nech

V1 jeobjem spotrebovaného roztoku hydroxidu sodného (4.6.) (v mililitroch)

M; jejeho skutoéndmolarita (4.6.),

M, jeskutoéna molaritaroztoku kyseliny sirovej (4.4.),

m  je hmotnost’ navézeneg casti vzorky (6.1.) ( v miligramoch),

potom

(20M, - V, M,)" 177100 _ (20M, - V, M,)" 4250
04m m

Vypocet v pripade priamej potenciometricke titracie

Nech

V, jeobjem spotrebovaného roztoku kyseliny sirovej (4.4.) (v mililitroch)

M, jejeho skutocna molarita (4.4.),

m  je hmotnost’ navézeng casti vzorky (6.1.) ( v miligramoch),

potom

% (hmot.) amoniaku =

V, M, 17" 100 _ 4250V, M,

% (hmot.) amoniaku = 04
4m m

OPAKOVATELNOST )

Pri obsahu amoniaku okolo 6 % rozdiel medzi vysedkami dvoch paralelne
uskutocnenych stanoveni na teg istgl vzorke nesmiel presiahnut’ absolUtnu hodnotu
0,6 %.
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4.1.1.
4.1.2.

4.2.

5.1.1.
5.1.2.
5.1.3.
5.14.
5.15.

5.1.6.
5.2.

5.2.1.
5.2.2.

5.2.3.

17. DOKAZ A STANOVENIE NITROMETANU
(Podra smernice Komisie 83/514/EHS z 27. septembra 1983)

ROZSAH A OBLAST POUZITIA
Této metdda je vhodna na dokaz a stanovenie nitrometédnu aZz do priblizne 0,3 %
v kozmetickych vyrobkoch balenych v aerosolovych rozpraSovacoch.

DEFINICIA
Obsah nitrometdnu stanoveny vo vzorke podra teto metddy sa vyjadri
v hmotnosnych  percentdch  nitrometanu v celkovom obsahu  aerosblového
rozprasovaca.

PRINCIP
Nitrometan sa dokazuje farebnou reakciou. Nitrometan sa stanovi plynovou
chromatografiou po pridani vnatorného Standardu.

DOKAZ

Cinidlia

V&etky ¢inidla maju byt analyticky cisté.

Hydroxid sodny, 0,5 M roztok.

Folinovo cinidlo

0,1 g nétrium-3,4-dihydro-3,4-dioxonaftalén-1-sulfonatu sa rozpusti vo vode
azriedi sado 100 ml.

Postup

K1 ml vzorky sa prida 10 ml 4.1.1. al ml 4.1.2. Fiadové sfarbenie indikuje
pritomnost’ nitrometanu.

STANOVENIE

Cinidlia

V&etky cinidla musia byt’ analyticky ¢isté.

Chloroform (vnuatorny Standard 1).

2,4-dimetylheptén (vnatorny Standard 2).

Etanol, 95 %.

Nitrometan.

Referencny roztok chloroformu

Do odvézeng 25 ml odmerngl banky sa prida priblizne 650 mg chloroformu
(5.1.1.). Banka s obsahom sa znova presne odvazi. Doplni sa 95 % etanolom (5.1.3.)
do 25 ml. OdvéZi sa avypocita sa hmotnostné percento chloroformu v tomto
roztoku.

Referencny roztok 2,4-dimetyl heptanu

Pripravi sa podobnym sposobom ako referen¢ny roztok chloroformu, ale do 25 ml
odmerng banky sa navédzi 270 mg 2,4-dimetylheptanu (5.1.2.).

Pristroje a pomécky

Plynovy chromatograf s plamenovo-ionizacnym detektorom.

Zariadenie na pripravu vzoriek z aerosolov (precerpavacia flaSa, mikrostriekackové
poje, atd’.), podra casti 2 tejto prilohy.

Bezné laboratdrne vybavenie.
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5.3.
5.3.1L

5.3.2.

5.3.3.
5.33.1

5.3.3.2

Postup

Priprava vzorky

Do 100 ml odvéZengj flaSe na prenesenie vzorky, prefuknutel alebo evakuovane

podl'a postupu opisaného v (5.4 kapitoly cast’ 2 Laboratérna priprava skuSobnych

vzoriek), sa prida 5 ml jedného z dvoch roztokov vnutornych Sstandardov (5.1.5.

aebo 5.1.6.). PouZije sa 10 alebo 20 ml sklenend striekacka bez ihly, upraveng na

pripojenie k spojke, postupujic podra techniky opisang v 5. odseku cast’ 2

Laboratorna priprava skiSobnych vzoriek. Znova sa odvézi, aby sa stanovilo

prenesené mnozstvo. S pouZitim te istg) techniky sa do tejto flaSe prenesie as

50 g obsahu vzorky z aerosdlového rozpraSovata. Opédt’ sa odvazi, aby sa urcilo

mnoZstvo preneseng) vzorky. Dékladne sa premieSa.

Nastrekuje sa okolo 10 ng s pouzitim Specidlngj mikrostriekacky (5.2.2.). Uskutoéni

sa pét’ nastrekov.

Priprava Standardu

Do 50 ml odmernej banky sa presne navézi priblizne 500 mg nitrometénu (5.1.4.)

abud’ 500 mg chloroformu (5.1.1.) alebo 210 mg 2,4-dimetylheptéanu (5.1.2.).

Doplni sa 95 % etanolom (5.1.3.) po znacku. Dékladne sa premieSa a 5 ml tohto

roztoku sa umiestni do 20 ml odmerngj banky. Doplni sa 95 % etanolom (5.1.3.) po

znacku.

Nastrekuje sa okolo 10 nyg s pouzitim Speciang mikrostriekacky (5.2.2.). Uskuto¢ni

sa pét’ nastrekov.

Podmienky pre plynovi chromatografiu

Koléna

Sklada sa z dvoch ¢asti, prva cast’ obsahuje ako napln didecyl-ftalét na Gas Chrom-e

Q, druh& obsahuje ako néplin Ucon 50 HB 280X na Gas Chrom-e Q. Pripravena

kombinovana koléna musi poskytovat’ rozlisenie ,R“ rovné alebo lepSie ako 1,5,

kde

R=p 9 (12 - rl)’
W, + W,

nech

rparp s retencné casy (v mindtach),

W;aW, jesirkapikov v polovi¢ng vyske piku (v milimetroch),

d jerychlost’ zapisovaca (v milimetroch za mindtu).

Nasledujice Udaje si uvedené ako priklady kolony spiiigjice vySSie uvedené

poZiadavky

Koléna A

Materidl  nehrdzavejucaocel'.

Dizka 1,5m.

Priemer: 3 mm.

Napln: 20 % didecyl-ftalé na Gas Chrom-e Q (100 az 120 mesh).

KolénaB

Materid:  nehrdzavejlca ocel’.

Dizka: 1,5m.

Priemer: 3 mm.

Napln: 20 % Ucon 50 HB 280X na Gas Chrom-e Q (100 az 120 mesh).

Detektor

Vhodné nastavenie citlivosti na elektrometri plamenovo-ionizatného detektora je

8" 10°A.
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5.3.3.3.

5.3.34.

6.2.

Teplotné podmienky
Ako vhodné sa ukazali nasledujlce podmienky
Davkovaci ventil: 150 °C.

Detektor: 150 °C.

Kolona: 50 az 80 °C v zavidosti od konkrétnych kolén a pristrojov.
Vhodné zdroje plynu

Nosny plyn: dusik.

Tlak: 2,1 bar.

Prietokova rychlost’: 40 ml/min.

Plyn pre detektor: podl'a Specifikacie vyrobcu detektora.

VYPOCET

Odozvovy faktor nitrometanu, vypocitany vo vzr’ahu k pouzitému vnatornému
Standardu

Ak, n* oznatuje nitrometan

nech

kn jejeho odozvovy faktor,

m’',, jejeho hmotnost’ v zmesi (v gramoch),

S jeplochajeho piku.

Ak, c* oznatuje vnatorny Standard, chloroform aebo 2,4-dimetyl heptén
nech

m’. jejeho hmotnost’ v zmesi (v gramoch),

S jeplochajeho piku,

potom
m_, S
kn: n C
m, S,

(kn Zavisi od pristroja).

Koncentrécia nitrometanu vo vzorke

Ak ,n“ oznatuje nitrometan

nech

kn jejeho odozvovy faktor,

S, jeplochajeho piku.

Ak, c* oznatuje vnatorny Standard, chloroform aebo 2,4-dimetyl heptan
nech

m. jejeho hmotnost’ v zmesi (v gramoch),

S. jeplochajeho piku,

M je hmotnost’ preneseného aerosdlu (v gramoch),
potom

% (hmot.) nitrometanu vo vzorke je

Me - Ko S+ 90

c 7 n

M S

Cc

OPAKOVATELNOST ?
Pri obsahu nitrometanu okolo 0,3 % (hmot.) by rozdiel medzi vysledkami dvoch
0,03 % (hmot.).



18. DOKAZ A STANOVENIE KYSELINY MERKAPTOOCTOVEJ]

VO VYROBKOCH NA ONDULACIU VLASOV, NA NAROVNAVANIE VLASOV

4.1.
4.1.1.

41.1.1.
4.1.1.2.

4.1.2.

41.2.1.

4.1.2.2.

4.1.2.3.

4.2.
4.2.1.

4.2.1.1.

4.2.1.2.

A NA DEPILACIU
(Podra smernice Komisie 83/514/EHS z 27. septembra 1983)

ROZSAH A OBLAST POUZITIA

Tato metdda opisuje dokaz a stanovenie kyseliny sulfanyloctovej vo vyrobkoch na
onduléciu vlasov, na narovnavanie vlasov ana depilé&ciu, v ktorych mézu byt
pritomné iné redukéné ¢inidla

DEFINICIA
Obsah kyseliny sulfanyloctovej stanovenej vo vzorke podl'a tejto metddy sa vyjadri
v hmotnostnych percentach kyseliny sulfanyloctove.

PRINCIP
Kyselina sulfanyloctovd sa dokazuje bodovymi testami atenkovrstvovou
chromatografiou a stanovi sa jodometricky alebo plynovou chromatografiou.

DOKAZ

Dokaz bodovymi testami

Cinidlia

V&etky cinidla musia byt’ analyticky cisté.

Indikacny papier napusteny octanom olovnatym.

Roztok kyseliny chlorovodikovej (jeden objemovy diel koncentrovang kyseliny
chlorovodikove plus jeden objemovy diel vody).

Postup

Doékaz kyseliny sulfanyloctovej prostrednictvom farebngl reakcie s octanom
olovnatym

Kvapka analyzovangj vzorky sa umiestni na indikacny papier napusteny octanom
olovhatym (4.1.1.1.). Ak sa objavi intenzivna ZIt4 Skvrna, pravdepodobne je
pritomna kyselina sulfanyloctova

Citlivost’ 0,5 %.

Doékaz anorganickych sulfidov za vzniku sulfanu po okysleni

Do skimavky sa vnesie niekol’ko kvapiek analyzovanej vzorky. Pridgju sa 2 ml
destilovangl vody al ml kyseliny chlorovodikovel (4.1.1.2.). Uvolni sa sulfan,
rozpoznatel'ny podla jeho zapachu a na indikacnom papieriku napustenom octanom
olovnatym (4.1.1.1.) vznikne ¢ierna zrazenina sulfidu olovnatého.

Citlivost’ 50 ppm.

Dokaz siri¢itanov zavzniku oxidu siri¢itého po okysleni

Postupuje sa, ako je opisané v 4.1.2.2. Obsah sa zahreje do varu. Oxid siri¢ity sada
rozpoznat' podra jeho zdpachu apodla jeho redukénych vlastnosti, pri styku
napriklad siénmi manganistanu.

Dokaz tenkovrstvovou chromatografiou

Cinidla

V&etky cinidld, ak nie je uvedené inak, maju byt analyticky cisté.

Kyselina sulfanyloctova (kyselina tioglykolovd), miniméne 98 % cistoty testovaneg)
jodometricky.

Kysdlina 2,2'-disulfandiyldi(octovd), minimdng cistoty 99 %, stanoveng
jodometricky.
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4.2.1.3. Kyselina 2-sulfanylpropanova (kyselina tiomlietna), minimang cistoty 95 %,
stanovenegj jodometricky.

4.2.1.4. Kyselina 3-sulfanylpropanova, minimanegj ¢istoty 98 % stanoveng jodometricky.

4.2.15. 3-Sulfanylpropéan-1,2-diol (1-tioglycerol), minimdne cistoty 98 % stanovene
jodometricky.

4.2.1.6. Hotové silikagélové platne na tenkovrstvovu chromatografiu o hrabke 0,25 mm.

4.2.1.7. Hotové platne na tenkovrstvovu chromatografiu s oxidom hlinitym, Merck F 254 E
alebo ekvivaentné.

4.2.1.8. Kyselina chlorovodikova, koncentrovana, r oo = 1,19 g/ml.

4.2.1.9. Etyl-acetét (octan etylovy).

4.2.1.10. Chloroform.

4.2.1.11. Diizopropyléter.

4.2.1.12. Chlorid uhlicity.

4.2.1.13. Kyselina octova, 'adova.

4.2.1.14. Jodid draselny, 1 % (m/v) roztok vo vode.

4.2.1.15. Chlorid platicity, 0,1 % (m/v) roztok vo vode.

4.2.1.16. Elu¢né zmesi

4.2.1.16.1. Etyl-acetat (4.2.1.9.), chloroform (4.2.1.10.), diizopropyléter (4.2.1.11.),
kyselina octové (4.2.1.13.) (obj. diely 20 : 20 : 10 : 10).

4.2.1.16.2. Chloroform (4.2.1.10.), kyselina octova (4.2.1.13.) (obj. diely 90 : 20).

4.2.1.17. Detekené cinidla

4.2.1.17.1. Tesne pred pouzitim sa zmieSgju rovnaké objemy roztoku 4.2.1.14. aroztoku

42.1.15,,

4.2.1.17.2. Roztok brému, 5 % (m/v)
5 g brému sarozpusti v 100 ml chloridu uhlic¢itého (4.2.1.12.),

4.2.1.17.3. Roztok fluoresceinu, 0,1 % (m/v)
100 mg fluoresceinu sarozpusti v 100 ml etanolu,

4.2.1.17.4. Heptamolybdénan hexaaménny, 10 % (m/v) roztok vo vode.

4.2.1.18. Referencné roztoky

4.2.1.18.1. Kyselina sulfanyloctova (4.2.1.1.), 0,4 % (m/v) roztok vo vode,

4.2.1.18.2. Kyselina 2,2 -disulfandiyldi(octova) (4.2.1.2.), 0,4 % (m/v) roztok vo vode,

4.2.1.18.3. Kyselina 2-sulfanylpropanova (4.2.1.3.), 0,4 % (m/v) roztok vo vode,

4.2.1.18.4. Kyselina 3-sulfanylpropanova (4.2.1.4.), 0,4 % (m/v) roztok vo vode,

4.2.1.18.5. 3-Sulfanylpropan-1,2-diol (4.2.1.5.), 0,4 % (m/v) roztok vo vode.

4.2.2.  Pristroje a pomocky
BeZné vybavenie na tenkovrstvova chromatografiu.

423. Postup

4.2.3.1. Spracovanie vzoriek
Okysli sa niekorkymi kvapkami kyseliny chlorovodikove) (4.2.1.8.) na pH 1
av pripade potreby sa prefiltruje.
V niektorych pripadoch je vyhodné vzorku zriedit'. Vtedy sa pred zriedenim okysli
kyselinou chlorovodikovou.

4.2.3.2. Ellcia
Na platnicku sa nanesie 1 ml roztoku vzorky (4.2.3.1.) ajeden mikroliter kazdého
Z piatich referencnych roztokov (4.2.1.18.). Opatrne sa vysusi pod miernym pridom
dusika aplatnicka sa eluyje eluénou zmesou (4.2.1.16.1. aebo 4.2.1.16.2.).
Platnicka sa vysuSi ¢o ngjrychlejSie, aby sa minimalizovala oxidaciatiolov.
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4.2.3.3. Detekcia
Platnicka sa postrieka jednym ztroch c¢inidiel (4.2.1.17.1., 4.2.1.17.3. aebo
4.2.1.17.4.)). Ak sa platnicka postrieka c¢inidlom 4.2.1.17.3., d'algj sa pésobi parami
brému (napr. v uzavretej nadobe obsahujucel mald kadicku s ¢inidlom 4.2.1.17.2.),
kym sa Skvrny nezviditelnia. Detekcia postrekovacim ¢inidlom 4.2.1.17.4. bude
uspokojiva, len ak ¢as suSenia platni¢ky nepresiahne 30 mindt.
4.2.3.4. Interpretécia
Porovnaju sa R; hodnoty afarby Skvin referencnych roztokov avzorky. NizSie
uvedené R; hodnoty slUZialen na porovnanie. Zavisia od
- Urovne aktivacie vrstvy silikagélu v dobe chromatografie,
- teploty v chromatografickel komore.
Priklady R hodnét ziskanych na silikagélovej vrstve
Elu¢né zmesi
42.1.16.1 42.1.16.2
Kyselina sulfanyloctova 0,25 0,80
Kyselina 2-sulfanyl propanova 0,40 0,95
Kyselina 2,2’ -disulfandiyldi(octova) 0,00 0,35
Kyselina 3-sulfanyl propanova 0,45 0,95
3-sulfanylpropan-1,2-diol 0,45 0,35
5. STANOVENIE
Stanovenie ma vzdy zacinat’ jodometriou a aby sa predislo oxidacii, stanovenie
sulfanyloctove) kyseliny sa musi uskutocnit’ s nepouzitym vyrobkom z ¢erstvo
otvoreného obalu.
5.1. Jodometria
51.1.  Princip
Stanovenie je zaloZzené na oxidécii ,,-SH* skupiny jodom v kyslom prostredi podra
rovnice
2 HOOC-CH,SH + 1, ® (HOOC-CH,-S), + 21"+ 2 H*
512. Cinidlia
Jod, 0,05 M &tandardny roztok.
5.13.  Pristroje a pomdcky
BeZné laboratdrne vybavenie.
5.1.4. Postup
Do 150 ml kénicke banky zo zatkou obsahujucel 50 ml destilovang vody sa presne
navézi 0,5 az1 g vzorky. Pridd sa5 ml kyseliny chlorovodikove (4.1.1.2.) (ha
Upravu pH roztoku okolo 0) atitruje saroztokom jédu (5.1.2.), kym sa neobjavi ZIté
sfarbenie. Ak je to potrebné, pouZije sa indikator (napr. roztok Skrobu alebo chlorid
uhlicity).
515.  Vypocet

Obsah kyseliny sulfanyloctove) sa vypocita podl'avzorca
% (hmot.) = 92 ,n 1'00 _ 0,92n’

1000" 10" m m
kde

m  je hmotnost’ testovaného podielu vzorky (v gramoch),
n  jeobjem spotrebovaného roztoku jodu (5.1.2).
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5.1.6.

5.2.
5.2.1.

5.2.2.

5.221.
5.2.2.2.

5.2.2.3.
5224,
5.2.25.
5.2.2.6.

5.2.2.7.
5.2.2.8.
5.2.2.9.
5.2.2.10.
52211
5.2.2.12.

5.2.3.
5.2.3.1.
5.2.3.2.

5.2.3.3.
5.24.

Poznamky

Ak je vysledok vypocitany na kyselinu sulfanyloctovu 0,1 % alebo este menegj pod
maximanou povolenou koncentréciou, nema vyznam uskutochnovat dase
stanovenia. Ak je vysledok rovnaky aebo vysSi ako maximane povolena
koncentracia addkaz preukazal pritomnost niekolkych redukénych ¢inidiel, je
potrebné uskutoénit’ stanovenie plynovou chromatografiou.

Plynova chromatografia

Princip

Kyselina sulfanyloctova sa oddeli od pomocnych latok vyzraZzanim roztokom octanu
kademnatého. Po metylacii diazometédnom, pripravenym bud’ in situ alebo dopredu
ako roztok v dietyléteri, sa metylderivat kyseliny sulfanyloctove) stanovi
plynovo/kvapalinovou  chromatografiou, spouzitim  metyl-oktanoatu  ako
vnutorného Standardu.

Cinidla

V&etky ¢inidla musia byt” analyticky cisté.

Kyselina sulfanyloctova, 98 %,

Kyselina chlorovodikova, d2° = 1,19 g/ml,

Metanol,

Dihydrét octanu kademnatého, 10 % (m/v) roztok vo vode,

Metyl-oktanoét, 2 % (m/v) roztok v metanole,

Octanovy timivy roztok (pH 5)

Trihydrat octanu sodného, 77 g,

Kyselina octovéa (ladovd), 27,5 g,

Demineralizovana voda do celkového objemu jeden liter,

Kyselina chlorovodikovd, cerstvo pripraveny 3 M roztok v metanole (5.2.2.3),
1-Metyl-3-nitro-1-nitrézoguanidin,

Hydroxid sodny, 5 M roztok,

Jod, 0,05 M &tandardny roztok,

Dietyléter,

Roztok diazometanu pripraveny z  N-metyl-N-nitrézotol uén—4—sulfonamidu
(Fieser,Reagents for Organic Synthesis, Wiley, 1967 )

Ziskany roztok obsahuje as 1,5g diazometanu v 100 ml dietyléteru. Pretoze
diazometan je toxicky a velmi nestabilny plyn, je potrebné v3etky operécie
vykonavat’ v dobre odtahujucom digestoriu, a je potrebné sa vyvarova' pouZitia
sklenengj zabrusovej aparatlry (natento U¢el st k dispozicii Specidlne stipravy).
Pristroje a pomocky

BeZné laboratérne vybavenie.

Aparatlra na pripravu diazometanu metylaciou in situ (pozri Fales, H. M.; Jaouni,
T. M.; Babashak, J. F. Analyt. Chem. 1973, 45, 2302).

Pristroj na pripravu diazometédnu dopredu (Fieser).

Priprava vzorky

Do 50 ml centrifugatnegj skimavky sa presne nav&Zi také mnozstvo vzorky, aby
obsahovalo odhadom 50 az 70 mg kyseliny sulfanyloctovej. Okydli sa niekorkymi
kvapkami kyseliny chlorovodikove (5.2.2.2.) nadosiahnutie pH okolo 3.

Pridd sa 5 ml demineralizovang vody al0 ml octanového timivého roztoku
(5.2.2.6.).

Pomocou pH papierika sa overi, Ze je pH okolo 5. Potom sa prida 5 ml roztoku
octanu kademnatého (5.2.2.4.).

Pocka sa 10 minGt aodstreduje sa na centrifige aspoin 15 minat pri 4 000 g.
Odstrani sa kvapalny supernatant, ktory mdze obsahovat’ nerozpustny tuk (v pripade

68



5.2.5.

5.251.

5.25.2.

5.2.6.

5.2.7.

5.2.7.1.

5.2.7.2.

5.2.7.3.

5.2.7.4.

krémovych vyrobkov). Tento tuk si nemozno zamienat’ stiolmi, ktoré sa hromadia
v kompaktngj hmote na dne skimavky. Overi sa, ¢i po pridani niekol’kych kvapiek
roztoku octanu kademnatého (5.2.2.4.) k supernatantu nevznika zrazenina.

Ak predchédzajici dokaz nepreukézal pritomnost’ inych redukenych ¢inidiel ako
tiolov, jodometricky sa overi, ¢i obsah tiolov pritomnych v kvapalnom supernatante
nepresahuje 6 aZ 8 % ich pdvodného obsahu.

Do centrifugacng skimavky obsahujlce zrazeninu sa da 40 ml metanolu (5.2.2.3.)
azrazenina sa na jemno disperguje mieSacou tycinkou. Opa’ sa odstred’'uje na
centrifuge aspon 15 minut pri 4 000 g. Supernatant sa zlgje aoveri sa, ¢i heobsahuje
tioly.

Zrazenina sa po druhy raz premyje tym istym postupom.

Do te istej centrifugacnej skimavky sa prida

- 2ml roztoku metyl-oktanoatu (5.2.2.5.)

- 5ml kyseliny chlorovodikove] v metanole (5.2.2.7.)

Tioly sa Uplne rozpustia (mbéZe ostavat malé mnozZstvo nerozpustného zvysku
pomocnych |&tok ). Toto je roztok , S*.

V alikvotnom podiele tohto roztoku sa jodometricky overi, Ze obsah tiolov je aspon
90 % oproti obsahu stanovenému v 5.1.

Metylacia

Metyl&cia sa uskutoéni bud” pomocou pripravy in situ (5.2.5.1.) alebo dopredu
pripravenym roztokom diazometanu (5.2.5.2.).

Metylaciain situ

Do aparatiry na metylaciu (5.2.3.2.) obsahujucej 1 ml éteru (5.2.2.11.) sa prenesie
50 m roztoku ,, S* ametyluje sa metddou (5.2.3.2.) asi s 300 mg 1-metyl-3-nitro-1-
nitrézoguanidinu (5.2.2.8.). Po 15 minatach (éterovy roztok ma byt’ Zlty, ¢o indikuje
nadbytok diazometanu) sa roztok vzorky prenese do 2 ml frasticky
svzduchotesnym uzaverom. Umiestni sa do chladni¢ky aneché sa tam cez noc.
SlbeZne sa metyluju dve vzorky.

Metyléacia s vopred pripravenym roztokom diazometanu

Do 5 ml banky s uzdverom sa prenesie 1 ml roztoku diazometanu (5.2.2.12.)
apotom 50 m roztoku ,, S*. Necha sa cez noc v chladnicke.

Priprava Standardu

Pripravi sa &andardny roztok kyseliny sulfanyloctovegl (5.2.2.1.) 0 znadme)
koncentréacii obsahujuci v 2 ml asi 60 mg cistg kyseliny sulfanyloctove) (5.2.2.1.).
Toto jeroztok , E*.

Vyzréza sa, otestuje a metyluje, ako je opisanév 5.2.4. a5.2.5.

Podmienky pre plynovu chromatografiu

Kolona

Typ: nehrdzavejUca ocel’.

Dizka: 2m.

Priemer: 3 mm.

Napln

20 % didecyl-ftala/chromosorb, WAW 80 az 100 mesh.
Detektor

Plamenovo-ionizacny. Vhodné nastavenie citlivosti elektrometra plamenovo-
ionizagného detektoraje 8" 10 A.

Zdroje plynu

Nosny plyn: dusik.
tlak: 2 bar.
prietokova rychlost 35 ml/min.
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5.2.7.5.

5.2.7.6.
5.2.7.7.

5.2.7.8.

5.2.8.
5.2.8.1.

5.2.8.2.

Pomocny plyn: vodik
tlak: 1,8 bar.
prietokova rychlost. 15 ml/min.
Plyn pre detektor: podra Specifikéacie vyrobcu pristroja.
Teplotné podmienky
Davkovaci ventil: 200 °C.
Detektor: 200 °C.
Koldona: 90 °C.
Rychlost’ posunu zapisova¢a: 5 mm/min.
Nastrekované mnozstvo: 3 mi.
Uskutoéni sa pét’ néstrekov.
Uvedené chromatografické podmienky si len orientatné. Umoznuju dosiahnutie
rozliSenia,, R“rovného alebo lepSieho ako 1,5, kde
Rz 9 (12 - rl)’
W, + W,
nech
rpar st retencné casy (v minudtach),
WiaW, jeSirkapikov v poloviéng vyske piku (v milimetroch),
d jerychlost’ posunu zapisovaca (v milimetroch za mindtu).
Odporlca sa, aby sa na zaver chromatografického merania regulovala teplota z 90
na 150 °C pri rychlosti 10 °C za mindtu, aby sa odstranili laky, uktorych sa
predpokladd, Ze by rusili dalSie stanovenie.
Vypocty
Koeficient proporcionality pre kyselinu sulfanyloctovi
Vypocita savo vztahu k metyl-oktanodtu na zaklade Standardného roztoku.
Ak ,t* oznaduje kyselinu sulfanyloctova
nech
ki jeje odozvovy faktor,
m’¢ jejg hmotnost’ v zmesi (v miligramoch),
St jejg plocha piku,
Ak, c* oznatuje metyl-oktanoat
nech
m’¢ jejeho hmotnost’ v zmesi (v miligramoch),
S¢ jejeho plocha piku,
potom
kt = ﬂ .S c
. S
Koeficient zavisi od pouZitého pristroja.
Koncentracia kyseliny sulfanyloctove pritomne) vo vzorke
Ak ,t* oznaduje kyselinu sulfanyloctova
nech
ki jeje odozvovy faktor,
S jg¢g plocha piku.
Ak ,c* oznatuje metyl-oktanoét
nech
mc jejeho hmotnost v zmes (v miligramoch),
S. jeplochajeho piku,
M  je hmotnost pociatocnej testovang) vzorky (v miligramoch),
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potom
% (hmot.) kyseliny sulfanyloctove vo vzorke je

ﬂ ’ ﬁ ~100.
M (o4
OPAKOVATELNOST 2

Pri obsahu kyseliny sulfanyloctovel 8 % (hmot.) rozdiel medzi vysledkami dvoch
paralelne uskuto¢nenych stanoveni natej istel vzorke nesmie presiahnut’ absolGtnu
hodnotu 0,8 % (hmot.).
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3.1
3.2.
3.3.
3.4.
3.5.

3.6.

3.7.

4.1.
4.2.
4.3.

5.2.
5.3.
5.4.

5.5.
5.6.

6.2.

19. DOKAZ A STANOVENIE HEXACHL OROFENU (INN)
(Podra smernice Komisie 83/514/EHS z 27. septembra 1983)

DOKAZ

ROZSAH A OBLAST POUZITIA
Téato metdda je vhodnd pre vSetky kozmetickeé vyrobky.

PRINCIP
Hexachlorofén sa extrahuje zo vzorky etyl-acetatom adokazuje sa tenkovrstvovou
chromatografiou.

CINIDLA

V&etky cinidla musia byt’ analyticky ¢isté.

Kyselinasirovd, 4 M roztok,

Celit AW,

Etyl-acetét (octan etylovy),

Eluéné rozpustadio: benzén obsahujuci 1 % (obj.) l'adovej kyseliny octove,
Detekene cinidlo |

Roztok rodaminu B: 100 mg rodaminu B sa rozpusti v zmesi 150 ml dietyléteru,
70 ml absoltneho etanolu a 16 ml vody,

Detekené cinidlo 11

Roztok 2,6-dibrém-4-(chlérimino)cyklohexa-2,5-diendnu: 400 mg 2,6-dibrom-4-
(chlérimino)cyklohexa-2,5-dienénu sa rozpusti v 100 ml metanolu (pripravuje sa
denne cerstvé).

Roztok uhlicitanu sodného. 10 g uhlic¢itanu sodného sa rozpusti v 100 ml
demineralizovang vody.

Referencny roztok

Hexachlorofén, 0,05 % (m/v) roztok v etyl-acetéte.

PRISTROJE A POMOCKY

TLC silikagélové platne 254 nm, 200~ 200 mm (alebo ich ekvivalent).

Bezné vybaveniena TLC.

KUpel' termostatovany na 26 °C na kontrolu teploty v chromatografickej vyvijace)
nédobe.

PRIPRAVA TESTOVANEJVZORKY

1 g homogenizovang vzorky sa dékladne premieSsa sl g Celitu AW (3.2.) al ml
kyseliny sirovej (3.1.).

Susi sadve hodiny pri 100 °C.

Neché sa ochladit’ a vysuSeny zvy3ok sarozdrvi najemny prasok.

Extrahuje sa dvakrét, zakazdym 10 ml etyl-acetatu (3.3.), po kazdeg extrakcii sa
odstredi na centrifiige a etyl-acetatové vrstvy sa spoja.

Odpariasapri 60 °C.

Odparok sarozpusti v 2 ml etyl-acetétu (3.3.).

POSTUP

2 m roztoku testovangj vzorky (5.6) a2 m referencného roztoku (3.7.) sananest ha
TLC platnicku (4.1.).

Vyvijacia nddoba (4.3) sa nasyti eluéného rozpustadia (3.4.).
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6.3.

6.4.

6.5.

6.5.1.

6.5.2.

4.1.

4.2.
4.3.
4.4.
4.5.
4.6.
4.7.
4.8.
4.9.
4.10.
4.11.
4.12.

TLC platnicka sa umiestni do vyvijacel naédoby aeluuje sa do vzdiaenosti ¢ela
150 mm.

TLC platnicka sa vyberie avysusSi sa v suSiarni snutenou cirkuléciou vzduchu
pri teplote okolo 105 °C.

Detekcia

Skvrny hexachlorofénu na tenkovrstvovej platnicke sa vizuaizujl, ako je uvedené
pod 6.5.1. alebo 6.5.2.

Platni¢ka sa rovhomerne postrieka detekénym cinidlom | (3.5.). Po 30 mindtach sa
platni ¢ka pozoruje pod UV svetlom pri 254 nm.

Platni¢ka sa rovnomerne postrieka roztokom 2,6-dibrém-4-(chlérimino)cyklohexa
2,5-dien6nu detekéného ¢inidla 1l (3.6.). Nasledne sa platni¢ka postrieka roztokom
uhli¢itanu sodného (3.6.). Po 10 minatach suSenia pri laboratérneg teplote sa
platni ¢ka pozoruje pod dennym svetlom.

INTERPRETACIA

Detekéne ¢inidlo | (3.5.)

Hexachlorofén sa prejavi ako modrasta Skvrna na Zlto-oranZzovom fluoreskujicom
pozadi s Ry hodnotou priblizne 0,5.

Detekéné ¢inidlo 11 (3.6.)

Hexachlorofén sa prejavi ako nebovomodro aebo tyrkysovo sfarbend Skvrna na
bielom pozadi s R hodnotou priblizne 0,5.

STANOVENIE

ROZSAH A OBLAST POUZITIA
Této metdda je vhodna pre v3etky kozmeticke vyrobky.

DEFINICIA
Obsah hexachlorofénu stanoveny vo vzorke podla tejto metddy sa vyjadri
v hmotnostnych percentach hexachlorofénu.

PRINCIP
Hexachlorofén sa stanovi po premene na metylovy derivat plynovou
chromatografiou s detektorom el ektronového zachytu.

CINIDLA
V&etky cinidla musia byt’ analyticky cisté.
Etyl-acetét (octan etylovy).

N-M etyl-N-nitr6zo-p-toluénsulfonamid (diazald),
Dietyléter,

Metanol,

2-(2-Etoxyetoxy)etanol (karbitol),
Kyselinamravcia,

Hydroxid draselny, 50 % (hmot.) vodny roztok (pripravuje sa denne cerstvy),
Hexan pre spektroskopiu,

Bromchlorfén (Standard ¢. 1),

4,4’ 6,6’ -Tetrachl6r-2,2' -tiodifenol (Standard ¢. 2),
2-Hydroxy-2,4,4’ -trichlordifenyléter (Standard ¢. 3),
Aceton.
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4.13.
4.14.
4.15.
4.16.

5.1
5.2.
5.3.

6.1.1.

6.1.2.

6.2.

6.3.

4 M kyselina sirova,

Celit AW,

10 % (obj.) roztok kyseliny mravee v etyl-acetéte,
Hexachlorofeén.

PRISTROJE A POMOCKY

Bezné laboratorne skio,

Miniaparatdra na pripravu diazometanu (Analyt. Chem. 1973, 45, 2302-2),
Plynovy chromatograf vybaveny detektorom elektronového zachytu so zdrojom
Ni 63.

POSTUP

Priprava referencného roztoku

Standard sa vyberie tak, aby neinterferoval so Ziadnou l&kou obsiahnutou
v analyzovanom vyrobku ako pomocna latka. Zvycajne je ngjvhodnejSi Standard ¢. 1
(4.9.).

Do 100 ml odmerngj banky sa presne navézi priblizne 50 mg Standardu ¢. 1, 2 alebo
3 (4.9., 4.10. debo 4.11.) a50 mg hexachlorofénu (4.16.). Doplni sa roztokom etyl-
acetétu (4.1.) po znatku (roztok A). 10 ml roztoku A sa zriedi roztokom etyl-acetéatu
(4.1.) do 100 ml (roztok B).

Do 100 ml odmerngj banky sa presne navézi priblizne 50 mg Standardu ¢. 1, 2 alebo
¢. 3(4.9,4.10 aebo 4.11.). Doplni saroztokom etyl-acetétu (4.1.) po znacku (roztok
C).

Priprava vzorky"

Presne navazeny 1 g homogenizovanegj vzorky sa dékladne premieSas 1 ml kyseliny
sirovej (4.13.), 15 ml acetonu (4.12.) a8 g Celitu AW (4.14.). Zmes sa vysusi na
vzduchu poc¢as 30 mindt na parnom kupeli, potom sa poc¢as hodiny a pol v suSiarni
sventilaciou. Necha sa ochladit’, rozotrie sa na jemny préSok aprenesie sa do
sklenengj koldny. Eluuje sa etyl-acetdtom (4.1.) azachytdva sa 100 ml. Pridaju sa
2 ml roztoku vnatorného Standardu (roztoku C) (6.1.2.).

Metylacia vzorky

V&etky cinidla aaparatira sa vychladia pocas dvoch hodin pri teplote medzi O
a4 °C. Do vonkgjSg casti diazometédnovel aparatiry sa prenesie 1,2 ml roztoku
ziskaného v 6.2. 20,1 ml metanolu (4.4.). Do stredného zasobnika sa umiestni okolo
200 mg diazaldu (4.2.), pridd sa 1 ml karbitolu (4.5.) al ml dietyléteru (4.3.)
anecha sa rozpustit. Aparatlra sa zostavi, aparatira sa do polovice ponori do
kupel'a pri 0 °C ado stredného zésobnika sa striekackou prida asi 1 ml ochladeného
roztoku hydroxidu draselného (4.7.). Je potrebné presvedCit’ sa, Ze vzniknuté ZIté
sfarbenie v désledku tvorby diazometanu pretrvava. Ak ZIté sfarbenie nepretrvéva,
metyl4cia sa opakuje s d’al$imi 200 mg diazaldu (4.2.) °.

Po 15 mindtach sa aparatira vyberie z chladiaceho kupela apotom sa necha
12 hodin uzatvorena pri laboratorng teplote. Aparatira sa otvori, nadbytok

*) Pretoze hexachlorofén mo6ze byt’ pritomny v Sirokom spektre typov vyrobkov, je délezité
pred zaznamendvanim vysledkov najprv stanovit' vytazok hexachlorofénu zo vzorky podra
tohto postupu. Ak st vytazky nizke, mbzu byt so sihlasom zainteresovanych stran zavedené
modifikécie, ako napriklad zmena rozpust'adla (benzén namiesto etyl-acetétu).

®) Zotrvavanie tohto Zltého sfarbenia indikuje nadbytok diazometanu, ktory je potrebny na
zabezpecenie Uplngl metylécie vzorky.
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6.4.

diazometanu sa odstrani pridavkom niekolkych kvapiek 10 % (obj.) roztoku
kyseliny mravéeg v etyl-acetate (4.15.) aorganicky roztok sa prenesie do 25 ml
odmerngj banky. Doplni sa hexanom (4.8.) po znatku.

1,5 m tohto roztoku sa nastrekne do chromatografu.

Metylacia Standardu

V&etky ¢inidla aaparatira sa vychladia pocas dvoch hodin pri teplote medzi O
a4 °C. Do vonkajSieho zasobnika diazometanovej aparatlry sa prida

0,2 ml roztoku B (6.1.1.),

1 ml etyl-acetatu (4.1.),

0,1 ml metanolu (4.4.).

V metylacii sa pokratuje, ako je opisané v 6.3. 1,5 mi vydedného roztoku sa
nastrekne do chromatografu.

PLYNOVA CHROMATOGRAFIA
Koldnamusi poskytovat’ rozlisenie,,R* rovné aebo lepsie ako 1,5, kde

R=2 d (r2 - rl)

W, + W,
nech
rparp s retencné ¢asy (v mindtach),
W;aW, jesirkapikov v polovi¢ng vyske piku (v milimetroch),
d je rychlost’ posunu zapisovaca (v milimetroch za minutu).

Ako vhodné sa ukazali nasledujuce podmienky pre plynovu chromatografiu
Kolonas  nehrdzavejucaocel.

Dizka: 1,7m.

Priemer: 3mm.

Nosi¢:

Chromosorb: WAW,
Zrnitost”: 80 az 100 mesh.
Stacionarnafazas 10 % OV 17.
Teploty:

Koléna: 280 °C,
Déavkovaci ventil: 280 °C,
Detektor: 280 °C.

Nosny plyn: dusik zbaveny kyslika.
Tlak: 2,3 bar.

Prietokova rychlost’: 30 ml/min.

VYPOCET

Odozvovy faktor hexachlorofénu

Tento sa vypocitavo vzt'ahu k zvolenému Standardu a voci referenénej zmesi.
Nech

h  jehexachlorofén,

kn jejeho odozvovy faktor,

m'y, jejeho hmotnost’ v zmesi (v miligramoch),
A’y jeplochajeho piku,

s jezvoleny Standard,

m’s jejeho hmotnost’ v zmesi (v miligramoch),
A’s jeplochajeho piku,
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8.2.

potom
kh = ﬂ ’ i
mls Alh
Obsah hexachlorofénu vo vzorke
Nech
h  jehexachlorofén,
kn jejeho odozvovy faktor,
A jeplochajeho piku.
s jezvoleny Standard,
ms jejeho hmotnost’ v zmesi (v gramoch),
As jeplochajeho piku,
M  jehmotnost odobrate vzorky (v gramoch),
potom
% (hmot.) hexachlorofénu vo vzorke je
m,” k, " A, 100

M~ A,

OPAKOVATELNOST 2
Pri obsahu hexachlorofénu 0,1 % (hmot.) rozdiedd medzi vysedkami dvoch
paralelne uskutocnenych stanoveni nate istej vzorke nesmie presiahnut’ absol Gtnu
hodnotu 0,005 % (hmot.).
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4.1.
4.2.

4.3.
4.4.
4.5.
4.6.
4.6.1.
4.6.2.
4.7.

4.8.
4.9.
4.10.
5.1

5.2.
5.3.

20. STANOVENIE TOSYLCHLORAMIDU SODNEHO (INN)
(Podra smernice Komisie 83/514/EHS z 27. septembra 1983)

ROZSAH A OBLAST POUZITIA
Tado metdda opisuje stanovenie tosylchléramidu sodného (chléraminu-T)
v kozmetickych vyrobkoch tenkovrstvovou chromatografiou.

DEFINICIA
Obsah chléraminu-T stanoveny vo vzorke podra tejto metddy sa vyjadri
v hmotnostnych percentach (hmot.).

PRINCIP

Chléramin-T  Uplne zhydrolyzuje na 4-metylbenzénsulfonamid povarenim
s kyselinou chlorovodikovou.

MnoZstvo vzniknutého 4-metylbenzénsulfénamidu sa stanovi po chromatografii na
tenke vrstve fotodenzitometricky.

CINIDLA

V&etky ¢inidla maju byt analyticky cisté.

Tosylchléramid sodny (chloramin-T).

Standardny roztok 4-metylbenzénsulfonamidu (4-toluénsulfénamidu)
50 mg 4-metylbenzénsulfonamidu v 100 ml etanolu (4.5.).

Kyselina chlorovodikové, 37 % (hmot.), dy’ = 1,18 g/ml.
Dietyléter.

Etanol, 96 % (obj.).

Vyvijacierozpusradio

Butan-1-ol / etanol (4.5) / voda (40 : 4 : 9; obj. diely), alebo
Chloroform / aceton (6 : 4; obj. diely).

Hotové platne na tenkovrstvova chromatografiu, silikagél 60, bez fluorescencného
indikatora.

Manganistan draselny.

Kyselina chlorovodikovd, 15 % (hmot.).

Detekéné ¢inidlo: 2-toluidin, 1 % (m/v) roztok v etanole (4.5).

PRISTROJE A POMOCKY

Bezné |aboratdrne vybavenie.

BeZné vybavenie na tenkovrstvova chromatografiu.
Fotodenzitometer.

POSTUP

Hydrolyza

Do 50 ml banky s gulatym dnom sa presne navézi priblizne 1 g vzorky (m). Prida sa
5 ml vody a5 ml kyseliny chlorovodikovej (4.3.) avari sajednu hodinu s pouzitim
spéatného chladi¢a. Horlca suspenzia sa ihned’” prenesie vodou do 50 ml odmernej
banky. Necha sa ochladit’ a doplni sa vodou po znacku. Odstred’uje sa pat’ mindt na
centrifuge pri aspon 3 000 ot./min. akvapalny supernatant sa prefiltruje.
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6.2

6.2.1.

6.2.2.

6.3.

6.3.1.

6.3.2.

6.3.3.

6.4.

6.5.

Extrakcia

Vezme sa 30 ml filtr&tu aextrahuje sa trikrdt s 15 ml dietyléteru (4.4.). Ak je to
potrebné, éterové fazy sa vysuSia a zachytavaju sa do 50 ml odmernej banky. Doplni
sa dietyléterom (4.4.) po znacku.

Odoberie sa 25 ml vysuSeného éterového extraktu aodpari sa do sucha v prude
dusika. Odparok sa znovarozpusti v 1 ml etanolu (4.5.).

Tenkovrstvova chromatografia

20 m etanolového roztoku odparku (6.2.) sa nanesie na tenkovrstvovu platni¢ku
(4.7.).

Slc¢asne sa rovhakym spésobom nanesie 8, 12, 16 a20 i Standardného roztoku 4-
metylbenzénsulfonamidu (4.2.).

Nechéa sa vyvijat’ vo vyvijacom rozpustadle (4.6.1. alebo 4.6.2.) do vy3sky priblizne
150 mm.

Po Uplnom odpareni vyvijacieho rozpustadla sa platnicka umiestni na dve az tri
mindty do atmosféry p&r chléru, ktord je vytvorend naliatim asi 100 ml kyseliny
chlorovodikovel (4.9.) na as 2 g manganistanu draselného (4.8.) v uzatvorengj
nédobe. Nadbytok chléru sa odstréni zahrievanim platnicky pét’ minat na 100 °C.
Potom sa platni¢ka postrieka detekénym cinidlom (4.10.).

Meranie

PribliZne po jedng hodine sa intenzita fialovych Skvin zmeria pomocou
fotodenzitometra pri 525 nm.

Zostrojenie kalibracnegj krivky

Zistené maximdne hodnoty vy3ky pikov stanovenych pre S&yri Skvrny 4-
metylbenzénsulfénamidu sa vynesd oproti  prisluSnym  mnoZstvam  4-
metylbenzénsulfonamidu (t.j. 4, 6, 8 a 10 g 4-metylbenzénsul fénamidu na Skvrnu).

POZNAMKA
Metéda sa mbze overit' spouzitim 0,1 aebo 0,2 % (hmot./objem) roztoku
chléraminu-T (4.1) spracovaného rovnakym spésobom ako vzorka (6).

VYPOCET
Obsah chléraminu-T vo vzorke vyjadreny v hmotnostnych percentach sa vypocita
takto

% (hmot.) tosylchléramidu sodného = 13:? a’
60" m
kde
1,33 je koeficient konverzie chloraminu-T na 4-metylbenzénsulfonamid,
a je mnozstvo 4-metylbenzénsulfénamidu vo vzorke (v ng) odcitané
z kalibragngj krivky,
m je hmotnost’ odobratej analyzovanej vzorky (v gramoch).
OPAKOVATELNOST 2

Pri obsahu chléraminu-T okolo 0,2 % (hmot.) rozdiel medzi vysledkami dvoch
paralelne uskuto¢nenych stanoveni natej istegl vzorke nesmie presiahnut’ absol Gtnu
odnotu 0,03 % (hmot.).
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21. STANOVENIE CELKOVEHO OBSAHU FLUORU V ZUBNYCH PASTACH

4.1.
4.2.
4.3.
4.4.
4.5.

4.6.
4.7

4.7.1.

4.7.2.

4.8.

4.9.

4.10.
4.11.

5.1
5.2.
5.3.
5.4.
5.5.

(Podra smernice Komisie 83/514/EHS z 27. septembra 1983)

ROZSAH A OBLAST POUZITIA
Téato metdda je urcena na stanovenie celkového obsahu fluéru v zubnych pastach. Je
vhodné pre obsah fluoru neprevy3ujuci 0,25 %.

DEFINICIA
Obsah fludru stanoveny vo vzorke podlra tejto metddy sa vyjadri v hmotnostnych
percentach.

PRINCIP

Stanovenie fludéru sa uskutocni plynovou chromatografiou. Fludr obsiahnuty
v zluceninéch fluoru sa prevedie na trietylfludrsilan (TEFS) priamou reakciou
strietylchlorsilanom (TECS) v kyslom prostredi astic¢asne sa extrahuje xylénom
obsahujucim cyklohexan ako vnatorny Standard.

CINIDLA

V&etky ¢inidla musia byt” analyticky cisté.

Fluorid sodny, vysuSeny pri 120 °C do kon&tantngl hmotnosti,

Voda, dvakrat destilovana alebo podobngj kvality,

Kyselina chlorovodikova, d® = 1,19 g/ml,

Cyklohexén (CH),

Xylén bez dalSich pikov vchromatograme pred pikom rozpi&tadla pri
chromatografii za rovnakych podmienok ako si uvedené pre vzorku (6.1.). Ak jeto
potrebné, precisti sa destilaciou (5.8.),

Trietylchlorsilan (TECS Merck aebo ekviva entny).

Sandardné roztoky fluéru

Zasobny roztok, 0,250 mg F/ml. Presne sa navazi 138,1 mg fluoridu sodného (4.1.)
arozpusti sa vo vode (4.2.). Roztok sa kvantitativne prenesie do 250 ml odmernej
banky (5.5.). Zriedi savodou (4.2.) po znacku a premieSa sa.

Zriedeny zasobny roztok, 0,050 mg F/ml. Do 100 ml odmernej banky (5.5.) sa
pipetou prenesie 20 ml zasobného roztoku (4.7.1.). Zriedi sa vodou po znacku
apremiesasa.

Roztok vnutorného Standardu

ZmieSasal ml cyklohexanu (4.4.) a5 ml xylénu (4.5.).

Roztok trietylchlérsilanu/ vnutorny Standard

Do 10 ml odmerng banky s pipetou (5.7) prenesie 0,6 ml TECS (4.6.) a0,12 ml
roztoku vnutorného Standardu (4.8.). Zriedi sa xylénom (4.5.) po znatku a premie3a
sa. Pripravuje sa denne cerstvy.

Kyselina chloristd, 70 % (m/v),

Kyselina chlorista, 20 % (m/v) roztok vo vode (4.2).

PRISTROJE A POMOCKY

Bezné laboratdrne vybavenie,

Plynovy chromatograf vybaveny plameiiovo-ionizactnym detektorom,
MieSadlo Vortex alebo ekvivaentné,

Trepacka Buhler, typ SMB1 alebo ekvivalentna,

Odmerné banky, 100 a 250 ml, vyrobené z polypropylénu,
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5.6.

5.7.

5.8.

6.1

6.1.1.
6.1.2.

6.1.3.
6.1.4.

6.1.5.
6.1.6.

6.1.7.

6.1.8.

6.1.9.

6.2

6.2.1.

Centrifugacné kyvety (sklené), 20 ml so zavitovym uzaverom potiahnutym
teflonom, typu Sovirel 611-56 alebo ekvivalentné. Kyvety a uzavery sa pretistia
|ahovanim niekol’ko hodin v kyseline chloristg (4.11.), potom sa pétkrat oplachnu
vodou (4.2.) anakoniec savysuSiapri 100 °C,

Pipety, nastavitel’né na prenaSanie objemov od 50 do 200 m, sjednordzovymi
plastovymi Spickami,

Destilatnd aparatira, vybavend strojdielnou Schneiderovou kolénou alebo
ekvivaentnou Vigreuxovou kolonou.

POSTUP

Analyza vzorky

Vyberie sa eSte neotvorena tuba zubnegj pasty, tuba sa rozreze avyberie sa cely
obsah. Prenesie sa do plastove) nadoby, dokladne sa premieSa auchovéva sa za
podmienok, ktoré zabranuju jg znehodnoteniu.

Do centrifugacngl kyvety (5.6.) sa presne navézi 150 mg (m) vzorky, pridasa5 ml
vody (4.2.) azhomogenizuje sa (5.3.).

Pridasal ml xylénu (4.5.).

Po kvapkach sa pridda 5 ml kyseliny chlorovodikove (4.3.) azhomogenizuje sa
(5.3).

Do  centrifugatne) kyvety (66) sa prida 05 ml roztoku
trietylchl orsildnu/vnutorného Standardu (4.9.).

Kyveta sa uzavrie zavitovym uzaverom (5.6.) anechad sa 45 minut dokladne
premieSat’ natrepacke (5.4.) nastavenej na 150 kmitov za mindtu.

Odstreduje sa 10 mindt na centrifige pri rychlosti, aby sa fazy dobre odddlili,
kyveta a odzétkuje, vyberie sa organicka féza a3 m organicke) fazy sa nastrekni do
plynového chromatografu (5.2.).

Poznamka

Elucia vsetkych zlozZiek trva priblizne 20 mindt.

Néstrek sa opakuje, vypocita sa priemernd hodnota pomeru ploch pikov (Aters/Ach)
azodpovedajuci obsah fluoru (my, v miligramoch) saod¢ita z kalibracnej krivky
(6.3.).

Vypocita sa celkovy obsah fluéru vo vzorke (v hmotnostnych percentach fluéru),
podl'a spdsobu uvedenom v odseku 7.

Podmienky pre chromatografiu

Kolona: nehrdzavejuica ocel’.

Dizka 1,8 m.

Priemer: 3 mm.

Nosi¢: Gaschrom Q, 80 az 100 mesh.

Stacionarnaféza:  silikonovy olej DC 200 aebo ekvivalentny, 20 %.

Kolona sa kondicionuje (pripravi na meranie) cez noc pri 100 °C (prietokova
rychlost nosného plynu: 25 ml dusika za minatu) aopakuje sa kazdd noc. Po
kazdych Styroch aebo piatich néstrekoch sa koléna znova pripravi na meranie
zahrievanim 30 minat na 100 °C.

Teploty:

Koléna: 70 °C,

Davkovaci ventil: 150 °C,

Detektor: 250 °C.

Prietokova rychlost” nosného plynu: 35 ml dusika za mindtu.
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6.3

6.3.1.
6.3.2.
6.3.3.
6.3.4.

6.3.5.

Kalibracna krivka

Do série Siestich centrifugacnych kyviet (5.6) sa pipetou prenesie0, 1, 2, 3, 4 a5 ml
zriedeného Standardného roztoku fludru (4.7.2.). V kazdgj kyvete sa vodou (4.2.)
doplni objem do 5 ml.

Postupuije sa, ako je opisané pod 6.1.3. aZ 6.1.6., vrétane.

3 m organickej fazy sa nastreknd do plynového chromatografu (5.2.).

Nastrek sa zopakuje avypoita sa priemerna hodnota pomeru plochy pikov
(Aters/Ach).

Zostroji sa kalibraénd krivka zavidosti hmotnosti fluéru (v miligramoch)
v Standardnych roztokoch (6.3.1.) apomeru pléch pikov (Aters/AcH) nameraného
pod 6.3.4. Cez body na grafe sa preloZi optimalizovana priamka vypocitana
regresnou analyzou.

VYPOCET
Celkovy obsah fluéru vo vzorke (v percentach hmotnosti fluéru) (% (hmot.) F) je
dany
%F="1 " 1009%,
m
kde
m  jetestovany podiel vzorky (v miligramoch) (6.1.2),
m; jemnozstvo F (v miligramoch) odgitané z kalibracnej krivky (6.1.8).

OPAKOVATELNOST 2

Pri obsahu fluéru okolo 0,15 % (hmot.) rozdiel medzi vysledkami dvoch paralelne
uskuto¢nenych stanoveni na tej istej vzorke nesmie presiahnut’ absoltnu hodnotu
0,012 % (hmot.).
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22. DOKAZ A STANOVENIE ORGANOORTUTNATYCH ZLUCENIN
(Podra smernice Komisie 83/514/EHS z 27. septembra 1983)

ROZSAH A OBLAST POUZITIA

NiZSie opisana metdda moze byt pouZitd na dokaz a stanovenie organoortut’natych derivatov
pouZitych ako konzervacné létky v kozmetickych vyrobkoch na oci. Tao metoda je
pouZitel'na na tiomersdl (nétrium-2-(etylhydrargyriosulfanyl)benzoét) afenylhydrargyrium a
jeho soli.

A. DOKAZ

1. PRINCIP
Organoortutnaté zlaceniny sa prevedd na komplex s 1,5-difenyl-3-tiokarbazénom.
Po extrakcii ditizondu s chloridom uhli¢itym sa uskutocni tenkovrstvova
chromatografia na silikagéli. Skvrny ditizondtu sa prejavia na chromatograme
oranzovym sfarbenim.

2. CINIDLA
V&etky ¢inidla musia byt” analyticky cisté.
2.1 Kyselinasirova, 25 % (obj.),
2.2. 1,5-Difenyl-3-tiokarbazén (ditizon): 0,8 mg v 100 ml chloridu uhlic¢itého (2.4),
2.3. Dusik,
2.4. Chlorid uhli¢ity,
2.5. Vyvijacie rozpusdt'adlo: hexan / aceton, 90 : 10 (obj. diely),
2.6. Roztoky Standardov 0,001 % vo vode
Natrium-(2-etyl hydrargyriosulfanyl)benzoétu,
Etylhydrargyrium-chloridu alebo metylhydrargyrium-chloridu,
Fenylhydrargyrium-nitratu alebo fenylhydrargyrium-acetatu,
Chloridu ortutnatého alebo octanu ortutnatého,
2.7. Hotové silikagéloveé platnicky (napr. Merck 5721 alebo ekvivaentné),
2.8. Chlorid sodny.

3. PRISTROJE A POMOCKY
3.1 Bezné laboratdrne vybavenie,
3.2. BeZznavybaveniena TLC,
3.3. Filter na separéciu faz.

4. POSTUP

4.1 Extrakcia

4.1.1. 1 g vzorky sa zriedi v centrifugacng kyvete titraciou s20 ml destilovang vody.
Ziska sa ¢o ngjlepSia disperzia azohrgje sa na 60 °C na vodnom kupeli. Pridaju sa
4 g chloridu sodného (2.8.). Pretrepe sa. Necha sa vychladit’.

4.12. Odstreduje sa na centrifige aspon 20 mindt pri rychlosti 4 500 ot./min, aby sa
vacSia ¢ast’ tuhej fazy oddelila od kvapaliny. Prefiltruje sa do oddel'ovacieho lievika
aprida 0,25 ml roztoku kyseliny sirove (2.1.).

4.1.3. Extrahuje sa niekolkokrat s2 az 3 ml roztoku ditizénu (2.2.), az kym posledna
organické faza nezostane zelena

4.1.4. Kazdaorganickafézasajednapo druhg prefiltruja cez filter na separaciu faz (3.3.).

4.15.  Odpari sadosuchav prade dusika (2.3.).
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4.1.6.

4.2.

4.2.1.

4.2.2.

3.1

3.2.
3.3.
3.4.
3.5.
3.6.
3.7.

Rozpusti sa v 0,5 ml chloridu uhli¢itého (2.4.). Tento roztok sa okamZite pouZije,
ako jeuvedenév 4.2.1.

Separacia a dokaz

50 m roztoku v chloride uhlicitom, ziskaného v 4.1.6., sa ihned’ nanesie na
silikagélovu platnicku (2.7.). Stcasne sa ako v 4.1. spracuje 10 ml Standardného
roztoku (2.6.) anatu istu platnicku sa nanesie 50 n roztoku ziskaného v 4.1.6.
Platni¢ka sa umiestni do rozpustadlia (2.5.) arozpu&adio sa necha vystupit’ do 150
mm. Organoortutnaté zluceniny sa prejavia ako sfarbené skvrny, ich farba je
stabiln& za predpokladu, Ze sa platni¢ka zakryje sklenou platinou ihned’ po odpareni
rozpust'adla.

Ako priklad boli zistené nasledovné R hodnoty

Ry Sfarbenie
tiomersal 0,33 oranzové
etylhydrargyrium-chlorid 0,29 oranZové
metylhydrargyrium-chlorid 0,29 oranzove
fenylortutnaté soli 0,21 oranzové
ortutnaté soli 0,10 oranzové
octan ortut’naty 0,10 oranzove
1,5-difenyl-3-tiokarbazon 0,09 ruzoveé

STANOVENIE
DEFINICIA

Obsah organoortutnatych zlG¢enin stanoveny touto metédou sa vyjadri ako
hmotnostné percento ortuti vo vzorke.

PRINCIP

Tato metdda spociva v stanoveni celkového mnoZstva pritomne ortuti. Je preto
potrebné sa ngjprv uistit’, Ze nie je pritomna ortut’ vo forme anorganickych soli
aidentifikovat' organoortutnaté derivaty pritomné vo vzorke. Po mineralizécii sa
uvolnend ortut’ stanovi bezplamerovou atémovou absorpénou spektroskopiou.

CINIDLA
V&etky ¢inidla musia byt” analytické cisté.
Koncentrovana kyselina dusi¢na, dyo = 1,41 g/ml,

Koncentrovana kyselina sirova,
Redestilovana voda,
Manganistan draselny, 7 % (m/v) roztok,

Hydroxylamoénium-chlorid (hydrochlorid hydroxylaminu), 1,5 % (m/v) roztok,
Peroxodisiran didraselny, 5 % (m/v) roztok,

Chlorid cinaty, 10 % (m/v) roztok,

dzo = 1,84 g/ml,
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3.8.
3.9.

4.1.
4.2.

5.1

5.1.1.

5.1.2.
5.1.3.
5.14.
5.15.

5.1.6.

5.2

5.2.1.

5.2.

Koncentrovana kyselina chlorovodikova, dzo = 1,18 g/ml,
Sklen& vata impregnované chloridom palédnatym, 1 % (hmot.).

PRISTROJE A POMOCKY

Bezné laboratdrne vybavenie.

Pristroj na stanovenie ortuti bezplamenovou atdmovou absorpénou spektroskopiou
(technika generovania studeng pary), vrétane potrebného laboratorneho skla.
Opticka draha kyvety méa byt aspon 100 mm.

POSTUP

Vykonaju sa vSetky bezné opatrenia pre stopovu analyzu ortuti.

Rozklad

Presne sa havazi 150 mg vzorky (m). Prida sa 10 ml kyseliny dusi¢ngj (3.1.) anecha
sa pdsobit’ tri hodiny vo vzduchotesne uzavretej banke na vodnom kupeli pri 55 °C
za pravidelného obcasného pretrepavania. Slicasne sa scinidlami uskutocni slepy
pokus.

Po ochladeni sa prida 10 ml kyseliny sirovel (3.2.) avrai sa na 30 minut do
vodného kupel'a temperovaného na 55 °C.

Banka sa umiestni do 'adového kupel’a a opatrne sa prida 20 ml vody (3.3.).

V 2 ml davkach sa pridava 7 % roztok manganistanu draselného (3.4.), kym roztok
neostane sfarbeny. Na d’alsi 15 minit sa vrati do vodného kupel'a temperovaného
na 55 °C.

Pridu sa 4 ml roztoku peroxodisiranu didraseiného (3.6.). Pokratuje sa
v zohrievani navodnom kupeli pri 55 °C pocas 30 mintt.

Neché sa ochladit’ a obsah banky sa prenesie do 100 ml odmerngj banky. Banka sa
oplachne 5 ml roztoku hydroxylaménium-chloridu (3.5.) apotom sa oplachne
Syrikrat 10 ml vody (3.3.). Roztok by mal byt Uplne bezfarebny. Doplni savodou
(3.3.) po znacku.

Stanovenie

10 ml testovaného roztoku (5.1.6.) saumiestni do sklengj nadoby na stanovenie
ortuti technikou generovania studenych par (4.2.). Zriedi sa 100 ml vody (3.3.)
anasedne sa prida 5 ml kyseliny sirovel (3.2.) a 5 ml roztoku chloridu cinatého
(3.7.). Po kazdom pridavku sa premieSa. Pocka sa 30 sekund, kym sa v&etka ortut’
vo forme i6nov zredukuje na kovovu ortut’ a zmeria sa vysedna hodnota (n).

Urcité mnozstvo sklengj vaty impregnovangj chloridom paladnatym (3.9.) sa vlozi
medzi néddobu na redukciu ortuti aprietokovl kyvetu pristroja (4.2.). Postup podra
5.2.1. sa opakuje a od¢ita sa vysledna hodnota. Ak odcitana hodnota nie je nulova,
mineralizacia nebola Uplna a analyza sa musi zopakovat'.

VYPOCET

Nech

m je hmotnost’ testovanej vzorky (v miligramoch),

N je mnozstvo ortuti (v ng) od¢itané na pristroji.

Obsah ortuti, vyjadreny v hmotnostnych percentach ortuti sa vypocita podl'avzorca

. n
% ortuti = —.
m



7.1.
7.2.

POZNAMKY

Na zlepSenie mineralizacie mdze byt’ potrebné na zaciatku vzorku zriedit'.

Ak je podozrenie na absorpciu ortuti substratom, kvantitativne stanovenie méze byt
vykonané metédou Standardnych pridavkov.

OPAKOVATELNOST 2

V pripade obsahu ortuti 0,007 % rozdiel medzi vysledkami dvoch paralelne
uskuto¢nenych stanoveni na te istgj vzorke nesmie presiahnut’ absolGtnu hodnotu
0,00035 %.
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4.1.
4.2.
4.3.
4.4.
4.5.
4.6.
4.7.

4.8.
4.9.

5.1
5.2.
5.3.

5.4.
6.1

6.1.1.

6.1.2.
6.1.3.

23. STANOVENIE SULFIDOV ALKALICKYCH KOVOV
A KOVOV ALKALICKYCH ZEMIN
(Podra smernice Komisie 83/514/EHS z 27. septembra 1983)

ROZSAH A OBLAST POUZITIA

Této metdda opisuje stanovenie sulfidov pritomnych v kozmetickych vyrobkoch.
Pritomnost’ tiolov aebo inych redukénych cinidiel (vratane siricitanov) neruSi
stanovenie.

DEFINICIA
Obsah sulfidov stanoveny vo vzorke podla tejto metody sa vyjadri v hmotnostnych
percentéch siry.

PRINCIP

Po okysleni média sa sulfan (sirovodik) strhava priadom dusika a potom sa vyzréza
vo forme sulfidu kademnatého. Ten sa odfiltruje apremyje apotom sa stanovi
jodometricky.

CINIDLA

V&etky cinidla musia byt’ analyticky cisté.

Koncentrovana kyselina chlorovodikova, dyp = 1,19 g/ml,

Tiosiran sodny, 0,1 M &andardny roztok,

Jod, 0,05 M &tandardny roztok,

Sulfid sodny,

Octan kademnaty,

Koncentrovany amoniak, dx = 0,90 g/ml,

Amoniakalny roztok octanu kademnatého: 10 g octanu kademnatého (4.5.) sa
rozpusti priblizne v50 ml vody. Pridava sa amoniak (4.6.), kym sa vzniknuté
zrazenina znova nerozpusti (t.j. priblizne 20 ml). Doplni sa vodou po 100 ml
znacku,

Dusik,

1 M roztok amoniaku.

PRISTROJE A POMOCKY

BeZné laboratdrne vybavenie.

100 ml banka s guratym dnom atroma zabrusovymi sklenymi hrdlami,

Dve 150 ml koénické banky so z&brusovymi sklenymi hrdlami, srdrkou na privod a
odvod plynu,

Jeden lievik s dlhou stopkou.

POSTUP

Uvol’nenie sulfidov

Vezme sa balenie, ktoré este nebolo otvorené. Do banky s gulatym dnom (5.2.) sa
presne navaZzi mnozstvo (m) (vyjadrené v gramoch) vyrobku, ktoré odpoveda nie
viac ako 30 mg sulfidovych i6nov. Prida sa 60 ml vody adve kvapky kvapaliny
obmedzujlcej penenie.

50 ml roztoku 4.7 sa prenesie do kazdej z dvoch konickych baniek (5.3.).

Na banku s guratym okrahlym dnom (5.2.) sa pripoji prikvapkavaci lievik, rarky na
privod a odvod plynu. Rirka na odvod plynu sa pripoji ku kénickym bankéam (5.3.)
zapojenym do série prostrednictvom PV C hadic.
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6.1.4.

6.1.5.
6.1.6.

6.1.7.

6.1.8.

6.2

6.2.1.
6.2.2.

6.2.3.
6.2.4.

6.2.5.

Poznamka Aparatira na uvolnenie sulfidov musi prejst nasledujucim testom
tesnosti: za rovnakych skuSobnych podmienok sa vzorka, ktor4 sa ma skisat’, sa
nahradi 10 ml roztoku sulfidu sodného (pripraveného podla 4.4.) obsahujuceho ,, X
mg* sulfidu (stanoveného jodometricky). Nech ,Y*“ je poc¢et miligramov sulfidu
stanoveného v zavere tejto operacie. Rozdiel medzi mnozstvom ,, X" amnozstvom
» Y nesmie prekrocit’ 3 %.

Aby sa vytesnil vzduch obsiahnuty v banke s gulatym dnom (5.2.), prepusta sa cez
niu 15 minat dusik (4.8.) rychlost’ou dve bublinky za sekundu.

Banka s guratym dnom sa zahrejena85 + 5 °C.

Prid dusika (4.8.) sa zastavi apo kvapkach sa prida 40 ml roztoku kyseliny
chlorovodikovej (4.1.).

Prud dusika (4.8.) sa znova spusti, ked’ sa prida uz takmer vsetko mnoZzstvo kyseliny
chlorovodikovej, a ponecha sa miniméne mnozstvo kvapaliny na utesnenie, aby sa
predidlo unikaniu sulfanu.

Po 30 mindtach sa zastavi zahrievanie. Banka (5.2.) sa nech& ochladit’ a pokratuje
sa Vv prepustani pradu dusika (4.8.) eSte aspon hodinu a pol.

Titracia

Sulfid kademnaty sa prefiltruje cez lievik s dlhou stopkou (5.4.).

Konické banky (5.3) sa oplachnu roztokom amoniaku (4.9.) aich obsah savyleje na
filter. Potom sa oplachnu destilovanou vodou avoda sa pouZije na premytie
zrazeniny zachytengj nafiltri.

Premyvanie zrazeniny sa ukon¢i 100 ml vody.

Filtracny papier so zrazeninou sa prenesie do prvej konickel banky, ktord
obsahovala zrazeninu. Prida sa 25 ml (n;) roztoku jédu (4.3.), priblizne 20 ml
kyseliny chlorovodikovej (4.1.) a 50 ml destilovang) vody.

Nadbytok jodu sa stanovi titraciou s roztokom tiosiranu sodného (n,) (4.2.).

VYPOCET
Obsah sulfidov vo vzorke, vyjadreny v hmotnostnych percentach siry sa vypocita
podl'a nasledovného vzorca
% siry = 32(n,X, - N,X,) ’
20m

kde

n; jeobjem pouZitého Standardného roztoku jodu (v mililitroch),

X1 jemolaritatohto roztoku,

n, je objem spotrebovaného Standardného roztoku tiosiranu sodného (4.2.)
(v mililitroch),

X2 je molaritatohto roztoku,

m  je hmotnost testovanej vzorky (v gramoch).

OPAKOVATELNOST ?)

Pre obsah sulfidov okolo 2 % (hmot.) rozdiel medzi vysledkami dvoch paralelne
uskuto¢nenych stanoveni na tej istg) vzorke nesmie presiahnut’ absoldtnu
hodnotu 0,2 % (hmot.).
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24. DOKAZ A STANOVENIE (2,3-DIHYDROXYPROPYL)-4-AMINOBENZOATU

3.1
3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

4.1.
4.2.
4.3.

5.2.

5.3.
5.3.1L
5.3.2.

(Podr'a smernice Komisie 85/490/EHS z 11. oktobra 1985)
DOKAZ

ROZSAH A OBLAST POUZITIA

Tdo metdéda opisuje detekciu (2,3-dihydroxypropyl)-4-aminobenzoatu (a-
monoglyceryl-4-aminobenzoétu). Tiez bude detekovat etyl-4-aminobenzoét
(benzokain), ktory méZe byt’ pritomny ako negistota.

PRINCIP

Tento dbkaz sa uskutocéni tenkovrstvovou chromatografiou na silikagéli
sfluorescenénym indikétorom a detekciou vorng primérnej aminoskupiny tvorbou
diazénového farbiva na platni.

CINIDLA

V&etky cinidla by mali byt analyticky cisté.

Rozpustadlova zmes: cyklohexan/propan-2-ol/stabilizovany dichlérmetan: 48/64/9

(obj. diely).

Vyvijacie rozpustadlo: petroléter  (40-60)/benzén/aceton/roztok  hydroxidu

amoénneho (obsahujdci minimélne 25 % NH3): 35/35/35/1 (obj. diely).

Vyvolaci roztok

a) Dusitan sodny: 1 g v 100 ml 1 M kyseliny chlorovodikovej (pripraveny tesne
pred pouZzitim),

b) 2-naftol: 0,2 gv 100 ml 1 M hydroxidu draselného,

Standardné roztoky

(2,3-dihydroxypropyl)-4-aminobenzoét: 0,05 g v 100 ml zmesného rozpustadia

3.1,

Etyl-4-aminobenzoét 0,05 g v 100 ml zmesného rozpustadia 3.1.,

Silikagélové platne 60 F254 s hrubkou 0,25 mm, 200 mm = 200 mm.

PRISTROJE A POMOCKY

Bezné zariadenie na tenkovrstvovu chromatografiu
Ultrazvukovy kupel

Milipore filter FH 0,5 nm alebo ekvivaentny

POSTUP

Priprava vzorky

Do 10 ml zazétkovatel'nej odmerng} banky sa nav&zi 1,5 g vyrobku. Doplni sa
rozpustadiom 3.1 po znacku. Zazétkuje sa anecha sa jednu hodinu pri laboratornej
teplote v ultrazvukovom kupeli (4.2.). Prefiltruje sa cez Milipore filter (4.3.) afiltrét
sa pouzije na chromatografiu.

Tenkovrstvova chromatografia

Na platiu (3.5.) sa nanesie po 10 m roztoku vzorky (5.1.) akazdého Standardného
roztoku (3.4.).

Chromatogram sa vyvija vo vyvijace] komore dopredu nasytengj rozpu&'adlom 3.2.,
do vy3ky 150 mm. Platia sa neché vysusit’ pri laboratornej teplote.

Vyvolanie

Platna sa pozoruje pod UV svetlom pri 254 nm.

Uplne vysuSena platia sa postrieka roztokom 3.3.1.
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Necha sa vysusit' 1 minutu pri laboratorng teplote aihned’ sa postrieka roztokom
3.3.2.

Platiia sa vysusi v sudiarni pri 60 °C. Skvrny sa prejavia oranzovym sfarbenim. (2,3-
dihydroxypropyl)-4-aminobenzoét: Rg 0,07; etyl-4-aminobenzoét: R 0,55.

B. STANOVENIE

1

4.1.
4.2.
4.3.
4.4.

4.5.
4.6.
4.7.
4.8.
4.9.

4.10.

4.11.

4.12.

ROZSAH A OBLAST POUZITIA

Tado metdéda opisuje stanovenie (2,3-dihydroxypropyl)-4-aminobenzoatu (a-
monoglyceryl-4-aminobenzoétu). TieZ sa stanovi etyl-4-aminobenzoét. Nie je
vhodnd na stanovenie viac ako 5 % (hmot.) (2,3-dihydroxypropyl)-4-
aminobenzoatu a 1 % (hmot.) etyl-4-aminobenzoatu.

DEFINICIA
Obsah (2,3-dihydroxypropyl)-4-aminobenzoétu a etyl-4-aminobenzoatu stanoveny
touto metddou sa vyjadri v hmotnostnych percentach (% hmotn.) vyrobku.

PRINCIP
Analyzovany vyrobok sa suspenduje v metanole apo vhodnom spracovani vzorky
sa stanovi vysoko U¢innou kvapalinovou chromatografiou (HPLC).

CINIDLA
V&etky cinidla musia byt’ analyticky ¢isté avhodné na HPLC, kde sato poZaduje.
Metanol,
Dihydrogenfosforetnan draselny (KH,PO,),
Octan zino¢naty (Zn(CH3COO), . 2H,0),
Kyselina octova (d 23 =1,05),
HexakyanoZel eznatan draselny (K4[Fe(CN)g] . 3 H20),
Etyl-4-hydroxybenzoat,
(2,3-Dihydroxypropyl)-4-aminobenzoat,

Etyl-4-aminobenzoat,

Fosforecnanovy timivy roztok (0,02 M): 2,72 g dihydrogenfosfore¢nanu draselného
(4.2) sarozpusti v jednom litri vody,

Eluent: fosforecnanovy timivy roztok (4.9)/metanol (4.1): 61/39 (obj. diely),
ZloZenie mobilng fazy sa méze upravit, aby sa dosiahol koeficient rozliSenia
R315

dR, - dR;

W, +W,

R=2

kde

RiaR; s reten¢né casy pikov, v mindtach,

W;aW, jesirkapikov v polovi¢ng vyske, v milimetroch,

d jerychlost’ zapisovaca, v milimetroch za minutu.

Zasobny roztok (2,3-dihydroxypropyl)-4-aminobenzoétu: presne sa navazi priblizne
40 mg (2,3-dihydroxypropyl)-4-aminobenzoatu a prenesie sa do 100 ml odmerngj
banky. Rozpusti sa v 40 ml metanolu (4.1.). Doplni sa timivym roztokom (4.9.) po
znatku a premiesa sa.

Zasobny roztok etyl-4-aminobenzodtu: presne sa navazi priblizne 40 mg (2,3-
dihydroxypropyl)-4-aminobenzodatu aprenesie sa do 100 ml odmerng banky.
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4.13.

4.14. .

4.15.
4.16.

4.17.

5.1
5.2.

5.3.
5.4.
6.1.
6.1.1.

6.1.2.

6.1.3.

Rozpusti sa v 40 ml metanolu (4.1.). Doplni sa timivym roztokom (4.9.) po znac¢ku
apremiesasa.

Roztok vnutorného Sandardu: presne sa navézi priblizne 50 mg etyl-4-
hydroxybenzoétu (4.6), prenesie sa do 100 ml odmerngj banky, rozpusti sa v 40 ml
metanolu (4.1.), doplni sa timivym roztokom (4.9.) po zna¢ku a premieSa sa.
Standardné roztoky: rozpustenim v 100 ml eluentu (4.10.) sa podla nasledovnej
tabul'ky pripravia Styri Standardné roztoky

Standardny | (2,3-dihydroxypropyl | Etyl-4-aminobenzoét Etyl-4-
roztok )-4-aminobenzoét hydroxybenzoat
(ng/ml) | ml(411) | (ng/ml) ml (412) | (ng/ml) | ml (4.13)
(*) (*) (*)
I 8 2 8 2 50 10
I 16 4 12 3 50 10
[l 24 6 16 4 50 10
\% 40 10 20 5 50 10

(*) Tieto hodnoty st uvedené na indikaciu a odpovedaju presnym hmotnostiam 4.11.,
4.12. a4.13.
Poznamka Tieto roztoky sa mbzu pripravit’ g inym spdsobom.

Carrezov roztok I: 26,5 g hexakyanoZzeleznatanu draselného (4.5.) sa rozpusti
vo vode a doplni sado 250 ml.

Carrezov roztok 11: 54,9 g octanu zino¢natého (4.3.) a7,5 ml kyseliny octovej (4.4.)
sarozpusti vo vode a doplni sa do 250ml.

Merck Lichrosorb RP-18 alebo jeho ekvivalent, spriemernou vel’kostou castic
S mm.

PRISTROJE A POMOCKY

Bezné laboratdrne vybavenie.

Vybavenie na vysoko U¢innu kvapalinova chromatografiu s nastavitel’nym UV
detektorom a termostatovanou komorou nastavenou na 45 °C.

Koldna z nehrdzavejlce ocele: dizka: 250 mm; vndtorny priemer: 4,6 mm:; néplii
Lichrosorb RP-18 (4.17).

Ultrazvukovy kuper.

POSTUP

Priprava vzorky

Do 100 ml kadicky sa presne navaZi priblizne 1 g vzorky a prida sa 10 ml metanolu
(4.1).

Kadi¢ka sa na 20 minat umiestni do ultrazvukového kapela (5.4), aby sa vytvorila
suspenzia. Takto ziskana suspenzia sa kvantitativne prenesie do 100 ml odmernej
banky s nie viac ako 75 ml eluentu (4.10.).

Jeden po druhom sa prida 1 ml Carrezovho roztoku | (4.15.) a1l ml Carrezovho
roztoku Il (4.16.) apo pridani kazdého sa premieSa. Doplni sa eluentom (4.10.)
po znacku, znova sa premieSa a prefiltruje sa cez skladany filter.

3,0 ml filtrétu ziskaného v 6.1.2. a5,0 ml roztoku vnutorného Standardu (4.13.) sa
pipetou prenesie do 50 ml odmerngj banky. Doplni sa eluentom (4.10.) po znatku
apremiesa sa. Takto ziskany roztok sa pouzije na uskuto¢nenie chromatografickej
analyzy opisangj v 6.2.
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6.2

6.2.1.
6.2.2.
6.2.3.

6.3.

6.3.1.
6.3.2.

6.3.3.

7.2.

9.2.

Chromatografia

Prietokova rychlost’ mobilngj fazy (4.10.) sa upravi na 1,2 mi/min ateplota kolony
sa nastavi na45 °C.

Detektor (5.2) sanastavi na 274 nm.

Mikrostriekackou sa do chromatografu najmene dvakréat nastrekne 20 m roztoku
(6.1.3.) ameria sa plocha pikov.

Kalibracné krivka

Nastrekne sa 20 ml kazdého Standardného roztoku (4.14.) ameria sa plocha pikov.
Pre kazdi koncentréciu sa vypocita pomer medzi plochou pikov (2,3-
dihydroxypropyl)-4-aminobenzoatu aplochou pikov vnatorného Standardu.
Na sUradnice sa nanesie tento pomer oproti pomeru zodpovedajtcich hmotnosti.
Rovnakym spésobom sa postupuje pre etyl-4-hydroxybenzoat.

VYPOCET

Z kalibracng krivky ziskangl v 6.3. sa od¢itgju pomery hmotnosti (RP1, RP2)
zodpovedaj Uce pomeru pldch pikov vypocitanych v 6.2.3., kde

RP1 je hmotnost (2,3-dihydroxypropyl)-4-aminobenzoatu delend hmotnostou
etyl-4-hydroxybenzoatu,

RP2 je  hmotnost  etyl-4-aminobenzoatu  delend  hmotnostou  etyl-
4-hydroxybenzoatul.

Z tymto spbsobom ziskanych pomerov hmotnosti sa vypocita obsah (2,3-
dihydroxypropyl)-4-aminobenzoatu a etyl-4-aminobenzoatu v hmotnostnych
percentach (% hmot.) zo vzorcov

Ry, % (hmot.) (2,3-dihydroxypropyl)-4-aminobenzoétu = RP1” Gi
Y
Rp % (hmot.) etyl-4-aminobenzoatu = RP2 61
p

g je mnozstvo navazeného etyl-4-hydroxybenzoatu (vnutorného Standardu) v 4.12
v miligramoch,
p je mnozZstvo vzorky navaZzengj v 6.1.1 v gramoch.

OPAKOVATELNOST )

Pri obsahu (2,3-dihydroxypropyl)-4-aminobenzodtu 5 % (hmot.) rozdiel medzi
vysledkami dvoch paralelne uskuto¢nenych stanoveni na tej istg vzorke nesmie
presiahnut’ v absol itnej hodnote 0,25 %.

Pri obsahu etyl-4-aminobenzoatu 1 % (hmot.) rozdiel medzi vysledkami dvoch
paralelne uskutocnenych stanoveni na tef istg vzorke nesmie presiahnut’
v absolutneg hodnote 0,10 %.

POZNAMKY

Pred uskuto¢nenim analyzy sa preveri, ¢i vzorka obsahuje latky, ktorych pik by sa
mohol na chromatograme prekryva spikom vnuatorného Standardu (etyl-4-
hydroxybenzoétu).

Na zistenie nepritomnosti akeglkol'vek latky ruSiacel stanovenie sa stanovenie
zopakuje pri zmene podielu metanolu v mobilnej féaze o pomerne 10 %.
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4.1.
4.2.
4.3.
4.4.

4.5.

5.1.
5.2.

6.2

6.2.1.

6.2.2.

25. STANOVENIE CHLORBUTANOLU (INN)
(Podr'a smernice Komisie 85/490/EHS z 11. oktobra 1985)

ROZSAH A OBLAST POUZITIA
Téato metdda je vhodna na stanovenie chlérbutanolu (INN) do maximalneho obsahu
0,5 % (hmot.) v akomkol'vek kozmetickom vyrobku, okrem aerosolov.

DEFINICIA
Obsah chlorbutanolu  stanoveny touto metddou sa vyjadri v hmotnostnych
percentéch (% hmot.) vyrobku.

PRINCIP
Po primeranom spracovani analyzovaného vyrobku sa stanovenie robi plynovou
chromatografiou s pouZzitim 2,2,2-trichl 6retanolu ako vnatorného Standardu.

CINIDLA

V&etky ¢inidla musia byt” analyticky cisté.

Chlorbutanol (1,1,1-trichl 6r-2-metyl propan-2-ol),

2,2,2-trichléretanol

AbsolGtny etanal,

Standardny roztok chlérbutanolu (4.1.): 0,025 g v100 ml etanolu (4.3)
(miv),

Standardny roztok 2,2,2-trichldretanolu: 4 mg v 100 ml etanolu (4.3) (m/v).

PRISTROJE A POMOCKY
Bezné |aboratdrne vybavenie.
Plynovy chromatograf s detektorom elektrénového zachytu, Ni 63.

POSTUP
Priprava vzorky
Presne sa navézi medzi 0,1 a 0,3 g (p g) vzorky. Umiestni sa do 100 ml odmerngj
banky. Rozpusti sa v etanole (4.3.), prida sa 1 ml roztoku vnatorného Standardu
(4.5.) adoplni saetanolom (4.3.) po znacku.
Podmienky pre plynova chromatografiu
Prevadzkové podmienky musia poskytnut” koeficient rozliseniaR 3 1,5
R=2 dR, - dR; |
W, +W,
kde
R;iaR, st retenéné casy pikov, v minatach,
WiaW, jeSirkapikov v poloviéng vyske, v milimetroch,
d jerychlost’ zapisovata, v milimetroch za minatu.
Napriklad, nasledovné prevadzkoveé podmienky poskytuju pozadované rozlisenie

Koléna I [
Material sklo nehrdzavejca ocel
DiZka 1,80 m 3m
Priemer 3mm 3mm
Stacionarnafaza 10 % Carbowax 20 M 5% QV 17 na Chromosorb-e
TPA na Gaschrom-e Q, WAW DMCS, 80-100 mesh
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6.3.

6.4.

80-100 mesh
Ustalovanie 2 az 3 dni pri 190 °C
Teplota
- davkovaci ventil 200 °C 150 °C
- koléna 150 °C 100 °C
- detektor 200 °C 150 °C
Nosny plyn dusik argén/metan (95/5, obj, diely)
Prietokova rychlost’ 35 ml/min. 35 mi/min.

Kalibraénakrivka

Do piatich 100 ml odmernych baniek sa prida po 1 ml Standardného roztoku (4.5.)
ajednotlivo 0,2, 0,3, 0,4, 0,5 a0,6 ml roztoku 4.4., doplnia sa etanolom (4.3.)
po znacku apremieSaju sa. Do chromatografu sa nastrekne 1 ml kazdého z tychto
roztokov za prevadzkovych podmienok uvedenych v 6.2.2. ananesenim na os X
pomer hmotnosti chlorbutanolu a hmotnosti 2,2,2-trichléretanolu ana os y pomer
plochy prislusnych pikov sa zostroji kalibra¢na krivka.

Nastrekne sa 1 m roztoku ziskaného v 6.1. a postupuje sa za podmienok opisanych
v 6.2.2.

VYPOCET

Z kalibraéng krivky (6.3.) sa vypocita mnozstvo ,a* vyjadrené v ng chlérbutanolu
v roztoku 6.1.

Obsah chlorbutanolu (INN) vo vzorke sa vypocita podl'a nasledovného vzorca

a” 10° a

% chlérbutanolu (hmot.) = ——— = ———
p” 10 p” 10

OPAKOVATELNOST )

Pri obsahu chlérbutanolu 0,5 % (hmot.) rozdiel medzi vysledkami dvoch
paral el ne uskuto¢nenych stanoveni natej iste] vzorke nesmie presiahnut’ 0,01 %.
Poznamka

Ak sa vysledok rovna alebo presahuje maximany povoleny obsah, je potrebné
overit’ nepritomnost’ |1atok ruSiacich stanovenie.
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3.1
3.2.

3.3.
3.4.

3.5.
3.6.

3.7.
3.8.

3.9.
3.10.

4.1.
4.2.
4.3.

26. DOKAZ A STANOVENIE CHININU
(Podr'a smernice Komisie 85/490/EHS z 11. oktobra 1985)

DOKAZ

ROZSAH A OBLAST POUZITIA
Tato metdda je urcena na detekciu pritomnosti chininu v Sampénoch avlasovych
lotionoch.

PRINCIP

Doékaz sa robi tenkovrstvovou chromatografiou na silikagéli. Detekciou chininu je
modré fluorescencia chininu v kyslom prostredi pri 360 nm.

Pre d’aSe potvrdenie sa méze fluorescencia odstranit’ parami bromu apary
amoniaku sposobia objavenie sa Zltkastej fluorescencie.

CINIDLA

V&etky ¢inidla musia byt” analyticky cisté.

Silikagélové platne bez fluorescen¢ného indikatora s hrabkou 0,25 mm, 200 mm ~
200 mm,

Vyvijacie rozpu&tadio: toluén / dietyléter / dichlérmetan / dietylamin: 20/20/20/8
(obj. diely),

Metanol,

Kyselinasirova (96 %; di—g =1,84),

Dietyléter,

Vyvolavacie ¢inidlo: k 95 ml dietyléteru (3.5) v chladiacom kupeli sa opatrne prida
5 ml kyseliny sirovej (3.4),

Brom,

Roztok hydroxidu aménneho (28 %; di—g =0,90),

Chinin, bezvody,
Standardny roztok: do odmerngl banky sa presne navéZi priblizne 100,0 mg
bezvodého chininu (3.9) arozpusti sav 100 ml metanolu (3.3).

PRISTROJE A POMOCKY

Bezné vybavenie pre tenkovrstvova chromatografiu.

Ultrazvukovy kuper’,

Milipore filter FH 0,5 nm. aebo jeho ekvivalent, sprimeranym filtracnym
vybavenim.

POSTUP

Priprava vzorky

Do 100 ml odmerngj banky sa presne nav@Zi mnozstvo vzorky, ktoré by malo
obsahovat’ priblizne 100 mg chininu, rozpusti sa adoplni metanolom (3.3.)
po znacku.

Banka sa zazétkuje anechd sa jednu hodinu pri laboratérnej teplote
v ultrazvukovom kupeli (4.2.). Prefiltruje sa (4.3.) afiltrd sa pouzije na
chromatografiu.
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5.2.

5.3

5.3.1.
5.3.2
5.3.3.
5.3.4.

5.3.5.

4.1.
4.2.

4.3.

Tenkovrstvova chromatografia

Na silikagélovu platiiu (3.1.) sa nanesie 1,0 m Standardného roztoku (3.10.) a1,0 ni
roztoku vzorky (5.1.). Chromatogram sa s pouzitim rozpustadla 3.2. necha vyvijat’
vo vyvijacg komore dopredu nasytengj rozpu&'adiom (3.2.) do vzdialenosti
150 mm.

Vyvolanie

Platna sa vysusi pri laboratorngj teplote.

Postrieka sa ¢inidlom 3.6.

Platna sa necha vysusit’ jednu hodinu pri laboratérnej teplote.

Pozoruje sa pod svetlom UV lampy nastavenej na vinov( dizku 360 nm. Chinin sa
prejavi ako intenzivne modro fluoreskujlca Skvrna.

Ako priklad niZzSie uvedend tabulka udédva Rr hodnoty hlavnych alkaloidov
pribuznych chininu pri vyvijani rozpustadlom 3.2.

Alkaloid R
Chinin 0,20
Chinidin 0,29
Cinchonin 0,33
Cinchonidin 0,27
Hydrochinidin 0,17

Pre d’aSie potvrdenie pritomnosti chininu sa platha vystavi priblizne na jednu
hodinu param bromu (3.7.). Fluorescencia zmizne. Ak sa ta ista platia vystavi
param amoniaku (3.8.), Skvrny sa znova objavia, ked’ sa platia znova skima pod
UV svetlom pri 360 nm, pozoruje sa Zltkasta fluorescencia.

Medza detekovatel’'nosti: 0,1 g chininu.

STANOVENIE

ROZSAH A OBLAST POUZITIA

Tado metdda opisuje stanovenie chininu. M6éZe byt pouZitd na stanovenie
maximalneho povoleného obsahu 0,5 % (hmot.) v Sampdnoch a 0,2 % vo vlasovych
lotionoch.

DEFINICIA
Obsah chininu stanoveny touto metédou sa vyjadri v hmotnostnych percentach (%
hmot.) vyrobku.

PRINCIP
Po primeranom spracovani analyzovaného vyrobku sa stanovenie robi vysoko
acinnou kvapalinovou chromatografiou (HPLC).

CINIDLA

V&etky ¢inidla musia byt” analyticky cisté avhodné naHPLC.
Acetonitril,

Dihydrogenfosforecnan draselny (KH,PQOy),

Kyselinatrihydrogenfosfore¢né (85 %; di—g =17),
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4.4.
4.5.
4.6.
4.7.

4.8.

4.9.

4.10.

4.11.
4.12.

5.1
5.2.
5.3.

5.4.
5.5.

6.2.

Tetrametylamonium-bromid,
Chinin, bezvody,
Metanol,
Roztok kyseliny trihydrogenfosforecngy (0,1 M): navéZi sa 11,53 g kyseliny
trihydrogenfosforetng (4.3) arozpusti sav odmerne banke v 1 000 ml vody,
Roztok dihydrogenfosforecnanu draselného (0,1 M): navéZz sa 1369
dihydrogenfosforecnanu draselného (4.2.) arozpusti sa v odmerng banke v
1000ml  vody,
Roztok tetrametylamonium-bromidu: 15,40 g tetrametylamonium-bromidu (4.4.) sa
rozpusti v odmerngj banke v 1 000 ml vody,
Eluent: Kyselina trihydrogenfosforecna (4.7.) / dihydrogenfosforecnan draselny
(4.8) / tetrametylamonium-bromid (4.9.) / voda /acetonitril (4.1): 10/50/100/340/90
(obj. diely),
ZloZzenie mobilng fazy sa mbze upravit, aby sa dosiahol koeficient rozliSenia
R315
R=2 dR, - dR; |

W, +W,
kde
R;iaR, st retenéné casy pikov, v minatach,
WiaW, jeSirkapikov v poloviéng vyske, v milimetroch,
d jerychlost’ zapisovata, v milimetroch za mindtu.
Silikagél upraveny oktadecylsilanom, 10 mm,
Standardné roztoky: do sady 100 ml odmernych baniek sa jednotlivo presne navézi
priblizne 5,0, 10,0, 15,0 a 20,0 mg bezvodého chininu (4.5.). Doplni sa metanolom
(4.6.) po znatku a obsah baniek sa mieSa, kym sa chinin nerozpusti. Kazda vzorka
sa prefiltruje cez 0,5 mm filter.

PRISTROJE A POMOCKY

Bezné laboratdrne vybavenie.

Ultrazvukovy kupel’,

Zariadenie na vysoko Wcinnd  kvapalinovl chromatografiu s detektorom
s nastavitelnou vinovou dizkou,

Kolona: dizka: 250 mm; vnatorny priemer: 4,6 mm; népli: silikagél (4.11.),
Milipore filter FH 0,5 nm. alebo jeho ekvivalent sprimeranym filtracnym
zariadenim.

POSTUP

Priprava vzorky

Do 100 ml odmerngj banky sa presne navazi mnozstvo vyrobku dostatocné na to,
aby obsahovalo 10,0 mg bezvodého chininu, prida sa 20 ml metanolu (4.6.)
aumiestni sa na 20 minat do ultrazvukového kuapela (5.2.). Doplni sa metanolom
(4.6.) po znacku. Roztok sa zamieSa a alikvotna ¢ast’ sa prefiltruje (5.5.).
Chromatografia

Prietokovarychlost: 1,0 ml/min.

VInova dizka detektora (5.3.): 332 nm.

Nastrekovany objem: 10 m prefiltrovaného roztoku (6.1.).

Meriasa: plocha piku.
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6.3.

1.2.

Kalibracné krivka

Najmengj trikrat sa nastrekne po 10 m kazdého referenéného roztoku (4.12.), meria
sa plocha pikov a vypocita sa priemerna plocha pre kazdu koncentraciu.

Zostroji sakalibracna krivkaa overi sa, ¢i jelinedrna.

VYPOCET

Z kalibra¢ngj krivky (6.3.) sa stanovi mnozstvo bezvodého chininu v g pritomného
Vv nastreknutom objeme (6.2.).

Obsah bezvodého chininu vo vzorke ako hmotnostné percento (% hmotn.) sa ziska
z nasledovného vzorca

% (hmot.) bezvodého chininu =

kde

B  jemnoZstvo bezvodého chininu v mikrogramoch, stanoveného v 10
mikrolitroch prefiltrovaného roztoku (6.1.),

A jehmotnost’ vzorky v gramoch (6.1.).

B
A H

OPAKOVATELNOST ?)

Pri obsahu bezvodého chininu 0,5 % (hmot.) rozdiel medzi vysledkami dvoch
paral el ne uskutocnenych stanoveni natej istgj vzorke nesmie presiahnut’ 0,02 %.

Pri obsahu bezvodého chininu 0,2 % (hmot.) rozdiel medzi vysledkami dvoch
paral el ne uskutocnenych stanoveni natej istej vzorke nesmie presiahnut’ 0,01 %.
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27. DOKAZ A STANOVENIE ANORGANICKYCH SIRICITANOV A
HYDROGENSIRICITANOV
(Podra smernice Komisie 85/490/EHS z 11. oktébra 1985)

ROZSAH A OBLAST POUZITIA

T&o metdda opisuje dbkaz astanovenie anorganickych siri¢itanov ahydrogensiri¢itanov
v kozmetickych vyrobkoch. Je pouzitel'na iba na vyrobkoch, ktoré maja vodnu aebo
alkoholicku fézu a pre obsah oxidu siri¢itého do 0,2 %.

A. DOKAZ

1. PRINCIP
Vzorka sa zahrieva skyselinou chlorovodikovou auvolneny oxid siricity sa
identifikuje bud” podra jeho zépachu alebo jeho Ucinku naindikétorovy papierik.

2. CINIDLA
V&etky ¢inidla musia byt” analyticky cisté.
2.1 Kyselina chlorovodikové (4 M),
2.2. Skrobovy papierik s jodi¢nanom draselnym alebo ina vhodna alternativa.

3. PRISTROJE A POMOCKY
3.1 Bezné |aboratdrne vybavenie.
3.2. Banka (25 ml) vybavena kratkym spatnym chladicom.

4. POSTUP

4.1. Do banky (3.2.) sa umiestni okolo 2,5 g vzorky a10 ml kyseliny chlorovodikovej
(2.1.).

4.2. PremieSa sa a zahrieva sado varu.

4.3. Uvolnovanie oxidu siri¢itého za skima bud’ podra zapachu alebo indikatorovym

papierikom (2.2.).
B. STANOVENIE

1. DEFINICIA
Obsah siricitanov alebo hydrogensiri¢itanov vo vzorke stanoveny touto metédou sa
vyjadri v hmotnostnych percentach oxidu siri¢itého.

2. PRINCIP
Po okysleni vzorky sa uvol'neny oxid siricity destiluje do roztoku peroxidu vodika.
V zniknuta kyselina sirova sa titruje Standardnym roztokom hydroxidu sodného.

3. CINIDLA
V &etky cinidla musia byt’ analyticky cisté.
3.1 0,2 % (m/v) peroxid vodika; pripravuje sa denne,

3.2. Kyselina trihydrogenfosforecna (di—g =1,75),

3.3. Metanol,
3.4. Standardny roztok hydroxidu sodného (0,01 M),
3.5. Dusik,
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3.6.

4.1.
4.2.

5.1
5.2.
5.3.

5.4.

5.5.

5.6.

5.7.
5.8.

Indikator: zmes metylove) cervengj (0,03 % m/v v etanole) ametylénove
modrej (0,05 % m/v v etanole), 1: 1 (obyj. diely) roztok sa prefiltruje,

PRISTROJE A POMOCKY
BeZné laboratdrne vybavenie.
Destilacna aparatira (pozri obrézok).

POSTUP

Do destilacng] banky A (pozri obrézok) sa presne navézi priblizne 2,5 g vzorky.
Prida sa 60 ml vody a 50 ml metanolu (3.3.) a premie3a sa.

Do destilacng] prediohy D (pozri obrazok) sa umiestni 10 ml peroxidu vodika (3.1.),
60 ml vody a pé& kvapiek indikétora (3.6.). Prida sa par kvapiek roztoku hydroxidu
sodného (3.4.), kym saindikator sfarbi na zeleno.

5.3 sa zopakuje pre premyvacku E (pozri obrazok).

Aparatira sa spoji aprud dusika (3.5.) sa nastavi na priblizne 60 bubliniek za
minutu.

Z lievika sa do destilacngj banky A prida 15 ml kyseliny trihydrogenfosforecne)
(3.2).

Rychlo sa zahreje do varu a potom sa mierne vari celkovo 30 minat.

Destila¢na predloha D sa odpoji. Trubica sa preplachne a potom sa titruje roztokom
hydroxidu sodného (3.4.), kym saindikator (3.6.) sfarbi na zeleno.

VYPOCET
Hmotnostny obsah siri¢itanov ahydrogensiricitanov vo vzorke sa vypocita
pomocou vzt'ahu
% hmot. oxidu siri¢itého = 32MV :
m

kde
M  je molarna koncentrécia roztoku hydroxidu sodného (3.4.),
V  jeobjem roztoku hydroxidu sodného (3.4.) spotrebovaného natitréciu (5.8.)

v mililitroch,
m  je hmotnost vzorky (5.1.) v gramoch.

OPAKOVATELNOST ?)

Pri obsahu oxidu diri¢itétho 0,2 % hmot.rozdiel medzi vysledkami dvoch
paralelne uskutocnenych stanoveni na te istgj vzorke nesmie byt vassi ako
0,006 %.
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28. DOKAZ A STANOVENIE CHLORECNANOV ALKALICKYCH KOVOV

(Podr'a smernice Komisie 85/490/EHS z 11. oktobra 1985)

ROZSAH A OBLAST POUZITIA
Tado metdda opisuje dbkaz astanovenie chlorecnanov v zubnych pastéch aostatnych

kozmetickych vyrobkoch.
A. DOKAZ
1. PRINCIP

2.1
2.2.
2.3.
2.4.

2.5.
2.6.

4.1.
4.2.

4.3.

4.4.

4.5.

4.6.
4.7.

Chlorecnany sa oddelia od bromi¢nanov ajodicnanov tenkovrstvovou
chromatografiou a identifikuju sa na zaklade oxidacie jodidu za vzniku jédu.

CINIDLA

V&etky ¢inidla musia byt” analyticky cisté.

Referen¢né roztoky: cerstvo pripravené vodné roztoky chlorecnanu, bromic¢nanu
ajodi¢nanu draselného (0,2 % m/v),

Vyvijacie rozpustadlo: roztok amoniaku (28 % m/v)/ acetén/butanol (60/130/30,
obj. diely),

Jodid draselny, vodny roztok (5 % m/v),

Roztok skrobu (1 az 5 % m/v),

Kyselina chlorovodikovéa (1 M),

Komeréné celul6zove tenkovrstvové platne (0,25 mm).

PRISTROJE A POMOCKY
Bezné vybavenie na tenkovrstvovu chromatografiu.

POSTUP

Asi 1 g vzorky sa extrahuje vodou, prefiltruje azriedi saasi na25 ml.

2 m roztoku (4.1.) spolu s 2 m podielmi kazdého z troch referencnych roztokov
(2.1.) sananest naplatiu (2.6.).

Platna sa umiestni do vyvijacegl komory avyvija sa srozpu&t'adiom 2.2. vzostupnou
chromatografiou asi do troch &vrtin dizky platne (2.6.).

Vyberie sa z vyvijacel komory arozplu&adio sa necha odparit. (Poznamka : Moze
to trvat’ @ do dvoch hodin).

Platha sa postrieka roztokom jodidu draselného (2.3.) anecha sa vysudit as pat
minut.

Platna sa postrieka roztokom skrobu (2.4.) anecha savysusit' asi pat’ minut.

Platina sa postrieka kyselinou chlorovodikovou (2.5.).

VYHODNOTENIE
Ak sO pritomné chlore¢nany, asi po pol hodine sa objavi modra skvrna (mozno
hneda Skvrna) s Rr hodnotou priblizne 0,7 az 0,8.

Soli oxokyselin halogénov v oxidacnom Re
stupni V
Jodi¢nany 0az0,2
Bromic¢nany 0,5az0,6
Chlorecnany 0,7az0,8
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3.1
3.2.
3.3.

4.1.
4.2.

5.2.

5.3.

Treba poznamenat’, Ze bromi¢nany ajodi¢cnany davaju okamzitl reakciu. Treba si
dat’ pozor, aby sa skvrny bromi¢nanov nezamenili so Skvrnami chlore¢nanov.

STANOVENIE

DEFINICIA
Obsah chlorecnanov vo vzorke stanoveny touto metddou sa vyjadri v hmotnostnych
percentach chlorecnanu.

PRINCIP
Chlore¢nany sa redukuju praskovym zinkom v kysom prostredi. Vzniknuté
chloridy sa stanovia potenciometrickou titraciou roztokom dusi¢nanu strieborného.
Podobné stanovenie pred redukciou umoZnuje stanovit’ pripadne pritomné
hal ogenidy.

CINIDLA

V&etky ¢inidla musia byt” analyticky cisté.
Kyselina octov4, 80 % (hmot.),

Praskovy zinok,

Standardny roztok dusi¢nanu strieborného (0,1 M).

PRISTROJE A POMOCKY
BeZné laboratdrne vybavenie.
Potenciometer vybaveny striebornou indika¢nou el ektrédou.

POSTUP

Priprava vzorky

Do centrifugacnej kyvety sa presne navé&Zia priblizne 2 g (mnozstvo ,m*). Prida sa
as 15 ml kyseliny octovg (3.1.) aopatrne sa premiesa. Pocka sa 30 minut
aodstred’uje sa 15 minat na centriftge pri 2 000 ot./min. Supernatant sa prenesie do
50 ml odmerngj banky. Odstred’ovanie zvysku sa zopakuje dvakrat 15 ml kyseliny
octove (3.1.). Roztok obsahujlci chloretnan sa zbiera do tej istej odmernej banky.
Doplni sakyselinou octovou (3.1.) po znacku.

Redukcia chlore¢nanov

Odoberie sa 20 ml roztoku 5.1. aprida sa 0,6 g praskového zinku (3.2.). Privedie sa
do varu v banke vybaveneg] kondenzacnou rarkou. Po 30 mindtach varu sa ochladi
aprefiltruje. Banka sa opléchne vodou. Prefiltruje sa afiltréty sa spoja.

Stanovenie chloridov

20 ml roztoku 5.2 sa titruje roztokom dusi¢nanu strieborného (3.3.) pri pouziti
potenciometra (4.2). Rovnakym spbsobom sa roztokom dusi¢nanu strieborného
(3.3.) titruje 20 ml roztoku 5.1.

Poznamka Ak vyrobok obsahuje derivaty brému aebo jodu, ktoré mdzu po
redukcii uvolnovat bromidy alebo jodidy, titratna krivka bude mat’ niekol'ko
inflexnych bodov. V takom pripade objem titratného roztoku (3.3.) zodpovedajUci
chloridom je rozdiel medzi poslednym a predposlednym inflexnym bodom.
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VYPOCET

Obsah chlorec¢nanov vo vzorke (% hmotn.) sa vypoéita zo vzorca

% hmot. chlore¢nanov (ClO3) = 209(V-V)M :

kde

V  je objem roztoku dusi¢nanu strieborného (3.3.) spotrebovaného na titraciu
roztoku 5.2, v mililitroch,

V  je objem roztoku dusi¢nanu strieborného (3.3.) spotrebovaného na titraciu
20 ml roztoku 5.1, v mililitroch,

M  je molarita Standardného roztoku dusi¢nanu strieborného (3.3.),

m  je hmotnost’ vzorky, v gramoch.

OPAKOVATELNOST )
Pri obsahu chlore¢nanov 3 az 5 % hmot. rozdiel medzi vysledkami dvoch paralelne
uskutoc¢nenych stanoveni natej istej vzorke nesmie presiahnut’ 0,07 % hmot.
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29. DOKAZ A STANOVENIE JODICNANU SODNEHO
(Podr'a smernice Komisie 85/490/EHS z 11. oktobra 1985)

ROZSAH A OBLAST POUZITIA
Tato metdda opisuje postup na dbékaz astanovenie jodi¢nanu sodného v kozmetickych
vyrobkoch, ktoré sa oplachuju.

A.

1

2.1
2.2.
2.3.

2.4.
2.5.

3.1
3.2.

4.1.

4.2.

4.3.

4.4.

4.5.

4.6.
4.7.

DOKAZ

PRINCIP
Jodicnany sa oddelia od bromi¢nanov achlorecnanov tenkovrstvovou
chromatografiou a identifikuju sa na zaklade oxidacie jodidu za vzniku jédu.

CINIDLA

V&etky ¢inidla musia byt” analyticky cisté.

Referencné roztoky. Cerstvo pripravené vodné roztoky chloreznanu, bromiénanu
ajodi¢nanu draselného (0,01 % m/v),

Vyvijacie rozpustadlo,

Roztok amoniaku (28 %m/v) / acetdn / butanol (60/130/30, obj. diely).

Vodny roztok jodidu draselného (5 % m/v),

Roztok skrobu (1 az 5 % m/v),

Kyselina chlorovodikovéa (1 M).

PRISTROJE A POMOCKY
Komeréné celul6zoveé tenkovrstvové platne (0,25 mm).
Bezné vybavenie na tenkovrstvovu chromatografiu.

POSTUP

Asi 1 g vzorky sa extrahuje vodou, prefiltruje azriedi saasi na10 ml.

2 m tohto roztoku sa spolu s 2 ml podielmi kazdého z troch referencnych roztokov
(2.1.) nanesti na Startovaciu ciaru platne (3.1.).

Platna sa umiestni do vyvijacegl komory avyvija sa rozpustadlom (2.2.) vzostupnou
chromatografiou asi do troch &vrtin dizky platne.

Platha sa vyberie zvyvijacgg komory arozpuitadlo sa necha odparit pri
laboratérng teplote. (Poznamka M éZe to trvat’ aZ do dvoch hodin).

Platha sa postrieka roztokom jodidu draselného (2.3.) anecha sa vysudit as pat
minut.

Postrieka sa roztokom skrobu (2.4.) a necha sa vysusit’ asi pat’ minut.

Nakoniec sa postrieka kyselinou chlorovodikovou (2.5.).

VYHODNOTENIE

Ak st pritomné jodi¢nany, ihned’ sa objavi modra Skvrna (sfarbenie méze byt’ hnedé
alebo sazmenit’ stétim na hnedé) s Rr hodnotou priblizne 0 az 0,2.

Treba poznamenat, Ze bromi¢nany davaju okamZita reakciu pri Re hodnote
priblizne 0,5 az 0,6 achlore¢nany asi po 30 minatach pri Re hodnote priblizne 0,7
az 0,8.
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3.1
3.2.
3.3.
3.4.
3.5.
3.6.
3.7.
4.1.
4.2.
4.3.

4.4.
5.1

5.1.1.

5.1.2.

STANOVENIE

DEFINICIA
Obsah jodi¢nanu sodného vo vzorke stanoveny touto metddou sa vyjadri
v hmotnostnych percentach jodi¢nanu sodného.

PRINCIP

Jodi¢cnan sodny sa rozpusti vo vode astanovi sa prostrednictvom vysoko U¢innej
kvapalinove) chromatografie spouzitim do série zaradeng reverzno-fazovel C18
kol6ny a anexovej kolony.

CINIDLA

V&etky cinidla musia byt analyticky cisté aosobitné vhodné pre vysoko U¢innu
kvapalinovu chromatografiu (HPLC).

Kyselina chlorovodikova (4 M),

Siri¢itan sodny ag., 5 % (m/v),

Zasobny roztok jodié¢nanu sodného,

Pripravi sa zasobny roztok obsahujuci 50 mg jodi¢nanu sodného na 100 ml vody.
Dihydrogenfosforecnan draselny,

Dihydrét hydrogenfosforecnanu sodného,

Mobilnéa faza pre HPLC: 3,88 g dihydrogenfosforecnanu draselného (3.4.) a1,19 g
dihydrétu hydrogenfosfore¢nanu sodného (3.5.) sarozpusti v 1 litri vody,
Univerzalny indikétorovy papierik, pH 1-11.

PRISTROJE A POMOCKY

Bezné |aboratdrne vybavenie.

Kruhovy filtracny papier s priemerom 110 mm, Schleicher and Schill ¢. 575, aebo
jeho ekvivalent.

V,ysoko acinny kvapalinovy chromatograf s detektorom s nastavitelnou vinovou
dizkou.

Kolony: dizka: 120 mm; vn(torny priemer: 4,6 mm; pocet: dve zapojené do série;
prva koléna — Necleosil ® 5 C18 alebo jeg ekvivalent; druha koléna — Vydac ™ —
301-SB alebo jg ekvivalent.

POSTUP

Priprava vzorky

Kvapal né vzorky (Sampoény)

Do 10 ml zazétkovatel'ng delengj skimavky alebo odmerngj banky sa presne navéZi
priblizne 1,0 g skiSobneg) vzorky. Doplni savodou po znacku a premiesa sa.

Ak je to potrebné roztok sa prefiltruje. Jodicnan sa vroztoku stanovi
prostrednictvom HPLC, ako je opisané v casti (5.2.).

Tuhé vzorky (mydld)

Vzorka sa jemne rozdrvi na ¢iastocky ado 100 ml zazédtkovatel'ného odmerného
valca sa presne navézi priblizne 1,0 g skuSobnej vzorky. Doplni sa vodou do 50 ml
ajednu mindtu sa intenzivne pretrepdva. Odstredi sa na centrifige a prefiltruje sa
cez filtratny papier (4.1.) alebo sazmes necha st&’ aspon cez jednu noc.

Résolovity roztok saintenzivne pretrepe a prefiltruje sa cez filtracny papier (4.1.).
Jodi¢nan sa vo filtréte stanovi prostrednictvom HPLC, ako je opisanév ¢asti (5.2.).
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5.2.

5.3.

8.2.

Chromatografia

Prietokova rychlost: 1 ml/min.

VInova dizka detektora (4.2): 210 nm.

Nastrekovany objem: 10 m.

Meriasa: plocha piku.

Kalibracia

Do 50 ml odmernych baniek sa pipetou prenesie jednotlivo 1,0, 2,0, 5,0, 10,0
a20,0 ml zasobného roztoku jodi¢nanu sodného (3.3.). Doplni sa po znacku
apremiesasa.

Takto ziskané roztoky obsahuju 0,01, 0,02, 0,05, 0,10 a 0,20 mg jodi¢nanu sodného
vml.

10 m podie kazdého referencného roztoku jodicnanu sa nastrekne do
kvapalinového chromatografu (4.2.) aziska sa chromatogram. Ur¢i sa plocha pikov
jodi¢nanu a zostroji sa krivka vyjadrujica zavidost’ plochy pikov od koncentracie
jodiénanu sodného.

VYPOCET

Obsah jodi¢nanu sodného vo vzorke (% hmot.) sa vypocita pouzitim vzorca

% (hmot.) jodi¢nanu sodného = Ve :
10m

kde

m  je hmotnost’ skiSobnej vzorky (5.1.), v gramoch,

V  jecekovy objem roztoku vzorky, ziskanej podl’a postupu v 5.1. v mililitroch,

c je hmotnostna koncentrécia, ziskana z kalibracngj krivky (5.3.), v miligramoch

jodi¢nanu sodného namililiter.

OPAKOVATELNOST ?)
Pri obsahu jodi¢nanu sodného 0,1 % (hmot.) rozdiel medzi vysledkami dvoch
paral el ne uskutocnenych stanoveni natej istej vzorke nesmie presiahnut’ 0,002 %.

POTVRDENIE

Princip

V okyslenom roztoku kozmetického vyrobku sa jodi¢cnan (103) redukuje
siricitanom najodid (I") avysledny roztok sa vySetri prostrednictvom HPLC. Ak pik
S retencnym ¢asom zodpovedajlcim jodi¢nanu vymizne po pdsobeni siri¢itanu,
pbvodny pik méZe byt’ s ngjvacSou pravdepodobnost’ou pristideny jodi¢nanul.

Postup

Do kuzel'ovitgl banky sa pipetou prenesie 5 ml podielu vzorky ziskaného, ako je
opisanév ¢asti 5.1.

Kyselinou chlorovodikovou (3.1.) sa pH roztoku spouZitim univerzaineho
indikatorového papierika (3.7.) upravi na hodnotu 3 alebo niZsiu.

Pridaju satri kvapky roztoku siri¢itanu sodného (3.2.) a premieSa sa.

Do kvapalinového chromatografu (4.2.) sa nastrekne 10 m podiel roztoku.

Tento chromatogram sa porovna s chromatogramom ziskanym pre ta istu vzorku,
ako je opisané v odseku 5.
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3.1
3.2.

3.3.

5.2.

5.3.

5.4.
5.5.

5.6.

S.7.

30. DOKAZ A STANOVENIE DUSICNANU STRIEBORNEHO
(Podra smernice Komisie 93/73/EHS z 9. septembra 1993)

DOKAZ

ROZSAH A OBLAST POUZITIA
Tato metdda opisuje dokaz dusicnanu striebornéno ako striebra v kozmetickych
vyrobkoch na baze vody.

PRINCIP
Strieborné iény sa dokazuju pomocou ich charakteristicke) bielg zrazeniny, ktoru
vytvargu s chloridovymi ionmi.

CINIDLA

V&etky ¢inidla musia byt” analyticky cisté.

2 M roztok kyseliny chlorovodikovej

Roztok amoniaku: koncentrovany roztok hydroxidu amoénneho (dx = 0,88 g/ml) sa
zriedi rovnakym mnoZstvom vody a premiesa sa.

2 M roztok kyseliny dusi¢nej,

PRISTROJE A POMOCKY
Bezné laboratdrne vybavenie
Centrifuga

POSTUP

K priblizne 1 g vzorky v centrifugacnej kyvete sa pridava po kvapkéach 2 M roztok
kyseliny chlorovodikovej (3.1.) do Uplného vyzrézania; premiesa sa a odstredi.
Supernatantovd kvapalina sa zleje azrazenina sa jedenkrd premyje piatimi
kvapkami studenej vody. Voda po premyti savylge.

Do centrifugatng kyvety sa prida mnozstvo vody rovnaké, ako je mnoZstvo
zrazeniny. Za staleho mieSania sa zahreje do varu.

Zatepla sa odstredi; supernatantova kvapalinasazleje.

Ku zrazenine sa prida niekol’ko kvapiek roztoku amoniaku (3.2.); premiesa sa
aodstredi.

K jedng] kvapke supernatantovej kvapaliny na sklenom sklicku sa prida niekorko
kvapiek 2 M roztoku kyseliny dusi¢ngj (3.3.).

Biela zrazenina je dékazom pritomnosti striebornych iénov.

STANOVENIE

ROZSAH A OBLAST POUZITIA
Tado metdda je vhodna na stanovenie dusi¢nanu strieborného ako striebra
v kozmetickych vyrobkoch uréenych na farbenie mihalnic alebo obocia.

PRINCIP
Striebro vo vyrobku sa stanovi pomocou atdémovej absorpeénej spektrometrie.

CINIDLA
V&etky cinidla musia byt’ analyticky cisté.
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3.1
3.2.

3.2.1

3.2.2.

4.1.
4.2.

5.2.

5.3

5.3.1L

5.3.2.

5.4.

0,02 M roztok kyseliny dusi¢neg

Standardné roztoky striebra

Zéasobny Standardny roztok striebra, 1 000 ng/ml v 0,5 M roztoku kyseliny dusi¢nej
(,» SpectrosoL” alebo ekvivalent)

Standardny roztok striebra, 100 ny/ml: do 100 ml odmerngj banky sa pipetou
prenesie 10 ml Standardného zasobného roztoku striebra (3.2.1.). Doplni sa 0,02 M
roztokom kyseliny dusi¢ngj (3.1.) po znacku a premiesa sa. Tento Standardny roztok
ma byt ¢erstvo pripraveny a skladovany vo fl'as z tmavého skla.

PRISTROJE A POMOCKY

Bezné laboratérne vybavenie

Atoémovy absorpcny spektrofotometer vybaveny striebornou vybojkou s dutou
katédou

POSTUP

Priprava vzorky

Presne sa navézi priblizne 0,1 g (,m"“ v gramoch) homogénnej vzorky vyrobku.
Kvantitativhe sa prenesie do jednolitrovel odmerng banky adoplni sa 0,02 M
roztokom kyseliny dusi¢ng (3.1.) po znacku a premiesa sa.

Podmienky pre atdbmova absor péna spektrometriu

Plamen: vzduch—acetylén
VInovadizka: 338,3 nm
Korekcia pozadia ano

Podmienky pre palivo: ochudobnené, pre maximanu absorbanciu je potrebné
optimalizovat’ vy3ku horéka a podmienky spal’ovania.
Kalibracia
Do série 100 ml odmernych baniek sa pipetou prenesie 1,0, 2,0, 3,0, 4,0 a5,0 ml
Standardného roztoku striebra (3.2.2.). Objem v kazdegj banke sa doplni 0,02 M
roztokom kyseliny dusicng (3.1.) po znacku apremiesa sa Tieto roztoky v
uvedenom poradi obsahuju 1,0, 2,0, 3,0, 4,0 a 5,0 ny striebra na mililiter.
Zmeria sa absorbancia 0,02 M roztoku kyseliny dusi¢negj (3.1.) a ziskana hodnota sa
pouZije pre kalibratni krivku ako zodpovedajuca nulovej koncentrécii striebra.
Zmeria sa absorbancia kazdého kalibracného Standardného roztoku striebra (5.3.1.).
Zostroji sakalibracna krivka zavidosti absorbancie od koncentrécie striebra.
Stanovenie
Zmeria sa absorbancia roztoku vzorky (5.1.). Z kalibratngj krivky sa odgita
koncentracia striebra zodpovedajuca hodnote absorbancie namerangl pre roztok
vzorky.

VYPOCET
Obsah dusicnanu strieborného vo vzorke v hmotnostnych percentdch sa
vypocita s pouzitim vzorca
15748 ¢
, m ’

% dusi¢nanu strieborného =

kde
m  je hmotnost’ vzorky odobratej na analyzu (5.1), v gramoch a

Cc je koncentréacia striebra v roztoku vzorky (5.1) odcitana z kalibracnej krivky
v mikrogramoch namililiter.
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OPAKOVATELNOST ?)

Pre obsah dusi¢nanu strieborného 4 % (hmot.) by rozdiel medzi vysledkami dvoch
paraelne uskutocnenych stanoveni na teg istgj vzorke nemal presiahnut’ 0,05 %
(hmot.).
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31. DOKAZ A STANOVENIE SULFIDU SELENICITEHO V SAMPONOCH PROTI

3.1
3.2.
3.3.

4.1.
4.2.
4.3.
4.4.

5.2.

5.3.

5.4.

LUPINAM
(Podra smernice Komisie 93/73/EHS z 9. septembra 1993)

DOKAZ

ROZSAH A OBLAST POUZITIA
Téao metdda opisuje dokaz sulfidu seleni¢itého ako selénu v Sampdnoch proti
lupinam.

PRINCIP
Selén sa dokazuje na z&klade charakteristického Zltého aZ oranzového sfarbenia
vznikajuceho pri jeho reakcii s mocovinou ajodidom draselnym.

CINIDLA

V&etky cinidla musia byt’ analyticky cisté.

Kyselina dusi¢na, koncentrovana (dyo = 1,42 g/ml),

Mocovina,

10 % (m/v) roztok jodidu draselného, 10 g jodidu draselného sa rozpusti v 100 ml
vody.

PRISTROJE A POMOCKY

BeZné laboratérne vybavenie.

Vyluhovacia banka s objemom 100 ml,

Digestor s vyhrievacim blokom,

Filtracny papier (Whatman ¢. 42 aebo jeho ekvivalent) alebo 0,45 mm membréanovy
filter.

POSTUP

K priblizne 1 g Samponu vo vyluhovaceg banke (4.2) sa prida 25 ml
koncentrovangl kyseliny dusicng (3.1.) anecha sa vyluhovat' v digestore
s vyhrievacim blokom (4.3.) pri 150 ° C poc¢as 30 minut.

VylUhované vzorka sa zriedi 25 ml vody a prefiltruje sa cez filtratny papier alebo
0,45 mm membranovy filter (4.4.).

K 2,5 ml filtratu sa prida 5 ml vody, 2,5 g mocoviny (3.2.) azahreje sa do varu.
Ochladi saapridasa 1l ml roztoku jodidu draselného (3.3.).

ZIté aZz oranZové sfarbenie, ktoré statim rychlo tmavne, je dékazom pritomnosti
selénu.

STANOVENIE

ROZSAH A OBLAST POUZITIA

Té&to metdéda je vhodné na stanovenie sulfidu seleni¢itého ako selénu v Samponoch
proti lupindm, ktoré obsahuju do 4,5 % (hmot.) sulfidu selenicitého.

PRINCIP

Vzorka sa vyluhuje kyselinou dusi¢nou aselén sa vo vyslednom produkte vyluhu
stanovi pomocou atdmovej absorpéne spektrometrie.

110



3.1
3.2.

3.3.

4.1.
4.2.
4.3.
4.4.

4.5.

5.1

5.1.1.
5.1.2.

5.1.3.

5.2.

5.3

5.3.1.

5.3.2.

5.4.

CINIDLA

V&etky cinidla musia byt’ analyticky ¢isté.

Kyselina dusi¢na, koncentrovana (dyo = 1,42 g/ml)

5 % (obj.) roztok kyseliny dusi¢nej: 50 ml kyseliny dusi¢ng (3.1) sa za stdeho
mieSania prida do 500 ml vody v kadicke; tento roztok sa prenesie do jednolitrove)
odmerneg] banky a doplni sa vodou po znacku.

Standardny zésobny roztok selénu, 1 000 ng/ml v 0,5 M roztoku kyseliny dusiénej
(,» SpectrosoL” alebo ekvivalent).

PRISTROJE A POMOCKY

Bezné |aboratérne vybavenie

Vyluhovacia banka s objemom 100 ml,

Digestor s vyhrievacim blokom,

Filtracny papier (Whatman ¢. 42 alebo jeho ekvivalent) alebo 0,45 mm membranovy
filter,

Atoémovy absorpcny spektrofotometer vybaveny selénovou vybojkou s dutou
katédou.

POSTUP

Priprava vzorky

Do digestngj banky (4.2.) sa presne navézi priblizne 0,2 g (,m" v gramoch)
homogénnegj vzorky Samponu.

Prida sa 5 ml koncentrovang kyseliny dusi¢ng (3.1.) anechd sa vyluhova na
60 minut pri 150 ° C v digestore s vyhrievacim blokom (4.3.).

Roztok sa nech& ochladit’ a zriedi sa 100 ml vody. Prefiltruje sa cez filtracny papier
alebo 0,45 mm membranovy filter (4.4.) aprefiltrovany roztok sa odloZi na
stanovenie.

Podmienky pre atomova absorpéna spektrometriu

Plamen: vzduch—acetylén
VInovéadizka: 196,0 nm
Korekcia pozadia: ano

Podmienky pre palivo: ~ ochudobnené; pre maximdnu absorbanciu je potrebné
optimalizovat’ vySku horéka a podmienky spal’ovania.
Kalibracia
Do série 100 ml odmernych baniek sa pipetou prenesie 1,0, 2,0, 3,0, 4,0 a5,0 ml
Standardného zasobného roztoku selénu (3.3.). Objem v kaZzdej banke sa doplni 5 %
(obj.) roztokom kyseliny dusi¢ng (3.2.) po znatku apremieSa sa. Tieto roztoky
obsahuju v uvedenom poradi 10, 20, 30, 40 a 50 ng selénu namililiter.
Zmeria sa absorbancia 5 % (obj.) roztoku kyseliny dusi¢ngl (3.2.) a ziskana hodnota
sa pouzije pre kalibraén krivku ako zodpovedajuca nulovej koncentrécii selénu.
Zmeria sa absorbancia kazdého kalibratného Standardného roztoku selénu (5.3.1.).
Zostroji sa kalibracna krivka zavid osti absorbancie od koncentrécie selénu.
Stanovenie
Zmeria sa absorbancia roztoku vzorky (5.1.3.). Z kalibratngl krivky sa odcita
koncentracia selénu zodpovedgjica hodnote absorbancie namerangl v roztoku
vzorky.
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VYPOCET
Obsah sulfidu selenicitého vo vzorke v hmotnostnych percentdch sa vypocita
S pouZitim vzorca

% sulfidu selenicitého =

kde
m  je hmotnost’ vzorky odobratej naanalyzu (5.1.1.) v gramoch a

1812° ¢
100" m’

c je koncentracia selénu v roztoku vzorky (5.1.3.) od¢itana z kalibracngj krivky
v mikrogramoch namililiter.

OPAKOVATELNOST ?)

Pri obsahu sulfidu selenicitého 1 % (hmot.) rozdiel medzi vysledkami dvoch
paralelne uskuto¢nenych stanoveni na teg istej vzorke nesmie presiahnut’ 0,05 %
(hmot.).
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32. STANOVENIE ROZPUSTNEHO BARIA A ROZPUSTNEHO STRONCIA V

3.1
3.2.
3.3.
3.4.

3.5.

35.1

3.5.2.

4.1.
4.2.
4.3.
4.4.
4.5.

5.1

5.1.1.

5.1.2.

PIGMENTOCH VO FORME SOLI ALEBO KOMPLEXOV
(Podra smernice Komisie 93/73/EHS z 9. septembra 1993)

STANOVENIE ROZPUSTNEHO BARIA

ROZSAH A OBLAST POUZITIA
Tato metdda opisuje postup extrakcie a stanovenia rozpustného baria v pigmentoch
vo forme soli alebo komplexov.

PRINCIP

Farbivo sa extrahuje 0,07 M roztokom kyseliny chlorovodikovej za definovanych
podmienok amnozstvo baria v extrakte sa stanovi pomocou atbmovej absorpeéne)
spektrometrie.

CINIDLA

V&etky cinidla musia byt’ analyticky cisté.

Etanol, absolutny

0,07 M roztok kyseliny chlorovodikovej

0,5 M roztok kyseliny chlorovodikovey

8 % (m/v) roztok chloridu draselného, 16 g chloridu draselného sa rozpusti v 200 ml
0,07 M roztoku kyseliny chlorovodikove (3.2.)

Standardné roztoky béria

Standardny zésobny roztok béria, 1 000 mg/ml v 0,5 M roztoku kyseliny dusiénej
(,» SpectrosoL” alebo ekvivalent)

Standardny roztok béria, 200 ng/ml: do 100 ml odmernej banky sa pipetou prenesie
20 ml Standardného zésobného roztoku baria (3.5.1.). Doplni sa 0,07 M roztokom
kyseliny chlorovodikovej (3.2.) po znacku a premieSa sa

PRISTROJE A POMOCKY

BeZné laboratérne vybavenie,

pH meter s presnost'ou + 0,2 jednotiek,

Trepacka na krazivy pohyb,

Membranovy filter s vel’kostou pérov 0,45 mm,

Atomovy absorpcny spektrofotometer vybaveny bériovou vybojkou s dutou
katodoul.

POSTUP

Priprava vzorky

Do kuzelovitgl banky sa presne navézi priblizne 0,5 g (,m*“ v gramoch) pigmentu.
Pre zabezpetenie dostatocného objemu pre U¢inné mieSanie sa nema pouzit’ banka
s objemom mensim ako 150 ml.

Pipetou sa prida 1 ml etanolu (3.1.) a bankou sa kruZi, aby sa zabezpecilo dokladné
navihéenie pigmentu. Z byrety sa prida presné mnozstvo 0,07 M roztoku kyseliny
chlorovodikovel (3.2) potrebné na dosiahnutie pomeru objemu kyseliny
k hmotnosti pigmentu presne 50 mililitrov na gram. Celkovy objem extraktu vrétane
etanolu ma byt ,V*“ v mililitroch. Krdzivym pohybom banky na 5 sekind sa
zabezpeci dokladné premiesanie obsahu.
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5.1.3.

5.1.4.

5.1.5.

5.1.6.

5.2.

5.3

5.3.1L

5.3.2.

5.4.

S pouzitim pH metra (4.2.) sa odmeria pH vysledng suspenzie aak je nad 1,5 po
kvapkéch sa priddva 0,5 M roztok kyseliny chlorovodikovej, kym pH nie je
v rozmedzi 1,4 a1,5.

Zazétkuje sa abanka sa ihned’ pretrepdva 60 mindt v trepacke (4.3.) kruzivym
pohybom. Trepacka musi byt nastavena na dostatocne vysoku rychlost, aby sa
vytvarala pena. Prefiltruje sa cez 0,45 mm membrénovy filter (4.4.) azachytdva sa
filtrat. Extrakt sa nem& odstredit’ na centrifige pred prefiltrovanim. Do 50 ml
odmerng banky sa pipetou prenesie 5ml filtratu, doplni sa 0,07 M roztokom
kyseliny chlorovodikovej (3.2.) po znatku apremieSa sa. Tento roztok sa tiez
pouZije na stanovenie stroncia (¢ast’ B).

Do 100 ml odmerngj banky sa pipetou prenesie 5 ml roztoku chloridu draselného
(3.4.) adikvotna cast’ (,Wga" v mililitroch) zriedeného filtratu (5.1.4), aby sa
dosiahla  predpokladana koncentréacia medzi 3 al0 ng baria na mililiter.
Alikvotnacast 10 ml by mala byt na Gvod postatujuca. Doplni sa 0,07 M
roztokom kyseliny chlorovodikove (3.2.) po znatku a premiesa sa.

Koncentracia baria v roztoku (5.1.5.) sa stanovi pomocou atdmove] absorpcneg
spektrometrie v ten isty dei.

Podmienky pre atdbmova absor péna spektrometriu

Plamen: oxid dusny—acetylén
VInovadizka: 553,5 nm
Korekcia pozadia: nie

Podmienky pre palivo: ochudobnené, pre maximanu absorbanciu je potrebné
optimalizovat’ vy3ku horéka a podmienky spal’ovania.

Kalibracia

Do série 100 ml odmernych baniek sa pipetou prenesie 1,2,3,4a5ml

Standardného roztoku béria (3.5.2.). Do kazde banky sa pipetou prenesie 5ml

roztoku chloridu draselného (3.4.), doplni sa 0,07 M roztokom Kkyseliny

chlorovodikove (3.2.) po znacku a premieSa sa. Tieto roztoky obsahuju v uvedenom

poradi 2, 4, 6, 8 a 10 ng barianamililiter.

Podobne sa bez pridania Standardného roztoku béria pripravi sepy roztok.

Zmeria sa absorbancia sepého roztoku (5.3.1.) aziskana hodnota sa pouZije pri

kalibracnegl krivke ako zodpovedajica nulovej koncentrécii béria Zmeria sa

absorbancia kazdého kalibratného &tandardného roztoku béria (5.3.1.). Zostroji sa

kalibracné krivka zavislosti absorbancie od koncentrécie béria

Stanovenie

Zmeria sa absorbancia roztoku vzorky (5.1.5.). Z kalibratngl krivky sa odgita

koncentréacia béria zodpovedaj lica hodnote absorbancie pre roztok vzorky.

VYPOCET
Obsah rozpustného béria v pigmente v hmotnostnych percentach je dany
vzorcom
0 . .. _ ¢V
Yo rozpustného baria= ——,
10W,, " m
kde
m  je hmotnost’ vzorky odobratej naanalyzu (5.1.1) v gramoch;
c je koncentracia baria vroztoku vzorky (5.1.5) odcitand z kalibraéne)
krivky v mikrogramoch na mililiter.
V  jecekovy objem extraktu v mililitroch (5.1.2) a
Wsga, je objem extraktu odobratého v 5.1.5 v mililitroch.
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3.1
3.2.
3.3.

3.4.
34.1.

34.2.

4.

4.1.
4.2.
4.3.

5.
5.1

5.1.1.

OPAKOVATELNOST
Najlepsi dosiahnutelny odhad opakovatelnosti 2 pre tiito met6du je 0,3 % pri obsahu
rozpustného baria 2 % (hmot.).

POZNAMKY

Za ur¢itych podmienok mdze byt” absorbancia béria zvySena v désledku pritomnosti
vapnika. Jeho prispevok mbdze byt potlaceny pridanim horecnatych i6nov
v koncentrécii 5 g naliter °.

Povolené je pouZitie optickel emisng spektrometrie s indukéne viazanou plazmou
ako alternativy plamenove) atdmovej absorpénel spektrometrie.

STANOVENIE ROZPUSTNEHO STRONCIA

ROZSAH A OBLAST POUZITIA
Tado metdda opisuje postup extrakcie astanovenia rozpustného stroncia v
pigmentoch vo forme soli alebo komplexov.

PRINCIP

Pigment sa extrahuje 0,07 M roztokom kyseliny chlorovodikove] za definovanych
podmienok a mnoZstvo stroncia v extrakte sa stanovi pomocou atémovej absorpenej
spektrometrie.

CINIDLA

V&etky cinidla musia byt’ analyticky cisté.

Etanol, absolutny

0,07 M roztok kyseliny chlorovodikovej

8 % (m/v) roztok chloridu draselného, 16 g chloridu draselného sa rozpusti v 200 ml
0,07 M roztoku kyseliny chlorovodikovej (3.2),

Standardné roztoky stroncia

Standardny zésobny roztok stroncia, 1 000 ng/ml v 0,5 M roztoku kyseliny dusiénej
(,» SpectrosoL” alebo ekvivalent).

Standardny roztok stroncia, 100 ng/ml: do 100 ml odmernej banky sa pipetou
prenesie 10 ml Standardného zésobného roztoku stroncia (3.4.1). Doplni sa 0,07 M
roztokom kyseliny chlorovodikovej (3.2) po znacku a premieSa sa.

PRISTROJE A POMOCKY

Bezné |aboratdrne vybavenie,

Membranovy filter s vel’kostou pérov 0,45 mm,

Atoémovy absorpény spektrofotometer vybaveny stronciovou vybojkou s dutou
katédou.

POSTUP

Priprava vzorky

Na stanovenie obsahu rozpustného stroncia sa pouZije roztok pripraveny v casti
A5.14.

Do 100 ml odmerngj banky sa pipetou prenesie 5 ml roztoku chloridu draselného
(3.3.) aadlikvotna cast’ (, Wg" v mililitroch) zriedeného filtrdtu (A 5.1.4.), aby sa

® Hor¢ik ako modifikétor pri stanoveni béria plameiiovou atémovou emisnou spektrometriou (Magnesium as
modifier for the determination of barium by flame atomic emission spectrometry) Jerrow, M. a kol. Analytical
Proceedings 1991, 28, 40.
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5.1.2.

5.2.

5.3

53.1L

5.3.2.

5.4.

dosiahla  predpokladana koncentrécia medzi 2 a5 ng stroncia na mililiter.
Alikvotna ¢ast’ 25 ml by mala byt na Gvod postacujuca. Doplni sa 0,07 M roztokom
kyseliny chlorovodikovej (3.2.) po znacku a premieSa sa

Koncentracia stroncia v roztoku (5.1.1.) sa stanovi pomocou atdmovej absorpcneg
spektrometrie v ten isty de.

Podmienky pre atdbmovu absor péna spektrometriu

Plamen: oxid dusny—acetylén
VInovéadizka: 460,7 nm
Korekcia pozadia: nie

Podmienky pre palivo: ochudobnené, pre maximanu absorbanciu je potrebné
optimalizovat’ vy3ku horéka a podmienky spal’ovania.

Kalibracia

Do série 100 ml odmernych baniek sa pipetou prenesie 1,2,3,4a5ml

Standardného roztoku stroncia (3.4.2.). Do kazdej banky sa pipetou prenesie 5 mi

roztoku chloridu draselného (3.3.); doplni sa 0,07 M roztokom Kkyseliny

chlorovodikove (3.2.) po znacku a premieSa sa. Tieto roztoky obsahuju v uvedenom

poradi 1, 2, 3, 4, a5 ng stroncia namililiter.

Podobne sa bez pridania Standardného roztoku stroncia pripravi slepy roztok.

Zmeria sa absorbancia slepého roztoku (5.3.1.) aziskana hodnota sa pouZije v

kalibracng krivke ako zodpovedajuca nulovel koncentracii stroncia. Zmeria sa

absorbancia kazdého kalibratného Standardného roztoku stroncia (5.3.1.). Zostroji

sa kalibracna krivka zavid osti absorbancie od koncentrécie stroncia.

Sanovenie

Zmeria sa absorbancia roztoku vzorky (5.1.1.). Z kalibraéngl krivky sa odcita

koncentrécia stroncia zodpovedajuca hodnote absorbancie namerangj pre roztok

vzorky.

VYPOCET
Obsah rozpustného stroncia v pigmente v hmotnostnych percentach je dany
vzorcom
0 . . cV
Y rozpustného stroncia= ——,
10Wg " m
kde
m  je hmotnost’ vzorky odobratej naanayzu (A 5.1.1.) v gramoch;
Cc je koncentrécia stroncia vroztoku vzorky (5.1.1.) odcitana z kalibraéne)
krivky v mikrogramoch na mililiter;
V  jecelkovy objem extraktu v mililitroch (A 5.1.2) a
W je objem extraktu odobratého v 5.1.1 v mililitroch.

OPAKOVATELNOST ?)
Najlepsi dosiahnutel’ny odhad opakovatel’nosti pre tuto metddu je 0,09 % pri obsahu
rozpustného stroncia 0,6 % (hmot.).

POZNAMKA

Povolené je pouZitie optickel emisng spektrometrie s indukéne viazanou plazmou
ako alternativy plamenove] atdmovej absorpeénel spektrometrie.
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3.1
3.2.
3.3.
3.4.
3.5.
3.6.

3.7.

3.8.

4.1.
4.2.

4.3.
4.4.

5.2.
5.2.1.

5.2.2.

5.2.3.

33. DOKAZ A STANOVENIE BENZYLALKOHOLU
(Podra smernice Komisie 93/73/EHS z 9. septembra 1993)

DOKAZ 5
ROZSAH A OBLAST POUZITIA
Té&o metdda opisuje dokaz benzylalkoholu v kozmetickych vyrobkoch.

PRINCIP
Benzylalkohol sa dokazuje prostrednictvom tenkovrstvovej chromatografie na
silikagélovych platniach.

CINIDLA

V&etky ¢inidla musia byt” analyticky cisté.

Benzylalkohol

Chloroform

Etanol, absolutny

n-pentan

Vyvijacie rozpustadlo: dietyléter

Standardny roztok benzylalkoholu: do 100 ml odmerng] banky sa navéz 0,1 g
benzylakoholu (3.1.), doplni sa etanolom (3.3.) po znacku a premieSa sa.
Tenkovrstvové chromatografické platne, sklené, 100 © 200 mm alebo 200 © 200
mm, potiahnuté 0,25 mm vrstvou silikagélu 60 Fs,.

Detekené cinidlo: 10 % (m/v) roztok kyseliny fosforecnano-dodekamolybdénovej v
etanole (3.3.).

PRISTROJE A POMOCKY

Bezné zariadenie pre tenkovrstvovu chromatografiu,

Chromatograficka vyvijacia komora s dvojitym Zliabkom, s celkovymi rozmermi
priblizne 80 mm = 230 mm "~ 240 mm,

Chromatograficky papier: Whatman alebo ekvivalent,

Ultrafialovalampas vinovou dizkou 254 nm.

POSTUP

Priprava vzorky

Do 10 ml odmerng banky sa navéZi 1 g analyzovaného vyrobku. Pridgju sa 3 ml
chloroformu (3.2.) a intenzivne sa pretrepava, kym sa vyrobok nerozdisperguje.
Doplni sa etanolom (3.3.) po znatku a intenzivne sa pretrepava do vzniku cireho
alebo takmer ¢ireho roztoku.

Tenkovrstvova chromatografia

Chromatografickd vyvijacia komora (4.2.) sa nasyti n-pentnom (3.4.) podra
nasledovného postupu: stena komory susedna k zadnému Zliabku sa potiahne
chromatografickym papierom (4.3.) tak, aby spodny okraj papiera bol v Zliabku.
Zadny Zliabok sa naplni 25 ml n-pentanu (3.4.) naliatim tohto roztoku po povrchu
chromatografického papiera. Ihned’ sa uzavrie vrchndkom a necha sa sta’ 15 minut.
Na vhodné body na ciare Startu chromatografickegl platne (3.7.) sa nanesie 10 ni
roztoku vzorky (5.1.) a 10 m Standardného roztoku benzylalkoholu (3.6.). Platha sa
neché sa vyschn(t'.

Do predného Zliabku vyvijacel komory sa pipetou prenesie 10 ml dietyléteru (3.5.) a
nasledne sa do rovnakého Zliabku ihned” umiestni platia (5.2.2.). Vyvijacia komora
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5.24.

5.2.5.

=

4.1
4.2.
4.3.
4.4.
4.5.

4.6.

4.7.

Psa rychlo uzavrie vrchndkom a platina sa necha vyvijat’ do vzdialenosti 150 mm.
Platna sa vyberie z chromatografickej vyvijacel komory a necha sa vyschnit' pri
laboratornej teplote.

Platina (5.2.3.) sa pozoruje pod ultrafialovym svetlom a oznai sa poloha fialovych
Skvin. Platna sa postrieka roztokom detekéného cinidla (3.8.) a potom sa zahrieva
asi 15 mindt na 120 ° C. Benzylalkohol sa prejavi ako tmavomodra Skvrna.
Vypocita sa Rr hodnota Skvrny ziskanegj zo Standardného roztoku benzylalkoholu.
Tmavomodra skvrna s rovnakou Rg hodnotou ziskané z roztoku vzorky je dokazom
pritomnosti benzylalkoholu. Detekény limit : 0,1 ng benzylalkoholu.

STANOVENIE 5
ROZSAH A OBLAST POUZITIA
Téo metdda opisuje stanovenie benzylalkoholu v kozmetickych vyrobkoch.

DEFINICIA
MnoZstvo benzylalkoholu stanovené touto metdédou sa vyjadri v hmotnostnych
percentach.

PRINCIP
Vzorka sa extrahuje metanolom amnozstvo benzylalkoholu v extrakte sa stanovi
vysoko G¢innou kvapalinovou chromatografiou (HPLC).

CINIDLA

V&etky ¢inidla musia byt” analyticky ¢isté a podl'a potreby vhodné pre HPLC,
Metanol,

4-etoxyfenol

Benzylalkohol

Mobilnaféza: metanol (4.1)/voda (45 : 55 v obj. dieloch),

Zasobny roztok benzylakoholu: do 100 ml odmerng banky sa presne navé’i
priblizne 0,1 g benzylalkoholu (4.3). Doplni sa metanolom (4.1) po znatku a
premiesa sa.

Zasobny roztok vnutorného Standardu: do 100 ml odmernegj banky sa presne navézi
priblizne 0,1 g 4-etoxyfenolu (4.2). Doplni sa metanolom (4.1) po znatku a
premieSa sa.

Standardné roztoky: do série 25 ml odmernych baniek sa pipetou prenesii mnozstva
zasobného roztoku benzylalkoholu (4.5.) a zéasobného roztoku vnatorného Standardu
(4.6.) podra sérii v uvedeng tabulke. Doplnia sa metanolom (4.1.) po znacku a
premieSgju sa.

Standardny Koncentracia benzylalkoholu K oncentracia 4-etoxyfenolu

roztok

pridasa(4.5) v ml

ug/ml ”

pridasa(4.6) vml

ug/ml ”

0,5

20

2,0

80

1,0

40

2,0

80

2,0

80

2,0

80

\Y

3,0

120

2,0

80

V

5,0

200

2,0

80

() Tieto hodnoty si uvedené pre usmernenie a zodpovedaju koncentraciam &tandardnych
roztokov pripravenych s pouZitim roztoku benzylakoholu a 4-etoxyfenolu, ktoré obsahuju

presne 0,1 % (Mm/v) benzylalkoholu, resp. presne 0,1 % (m/v) 4-etoxyfenolu.

118




5.1
5.2.

5.3.

5.4.
5.5.
5.6.
5.7.

6.1

6.1.1.
6.1.2.
6.1.3.
6.1.4.
6.1.5.

6.1.6.

6.2

6.2.1.

6.2.2.

6.3.

6.3.1.

6.3.2.

6.4.

6.4.1.

6.4.2.

PRISTROJE A POMOCKY

Bezné laboratdrne vybavenie,

Vysoko u¢inny kvapalinovy chromatograf s ultrafialovym detektorom s
nastavite’nou vinovou dizkou a 10 m davkovacou slugkou,

Analyticka koléna: 250 mm ~ 4,6 mm kol6na z nehrdzavejlce ocele naplnend 5 mm
Sperisorbom ODS alebo jg ekvivalent,

Vodny kapel

Ultrazvukovy kupel

Centrifuga

Centrifugac¢né kyvety s objemom 15 mi

POSTUP

Priprava vzorky

Do centrifugacngl kyvety (5.7.) sa presne navé&Zi priblizne 0,1 g (,m“ v gramoch)
vzorky apridasa5 ml metanolu (4.1.).

Zahrieva sa 10 minut na vodnom kupeli temperovanom na 50 ° C, potom sa kyveta
umiestni do ultrazvukového kapela (5.5.), kym savzorka dokladne nerozdisperguje.
Ochladi sa, potom sa pa’ minut odstred’uje na centriftge pri 3 500 ot./min.
Supernatantova kvapalina sa prenesie do 25 ml odmerngj banky.

Vzorka sa znova extrahuje dalSimi 5 ml metanolu (4.1.). Extrakty sa spojado 25 ml
odmerngj banky.

Do 25 ml odmerngj banky sa pipetou prenesie 2ml Sandardného roztoku
vnutorného Standardu (4.6.). Doplni sa metanolom (4.1.) po znatku a premiesa sa.
Tento roztok sa pouZije na stanovenia v stupni analyzy opisanegj v ¢asti 6.4.
Chromatografia

Vysoko G¢inny kvapalinovy chromatograf (5.2) sa nastavi beznym spdsobom.
Prietokova rychlost’ mobilneg fazy (4.4.) sa nastavi na2 ml za minatu.

VInovadizka UV detektora (5.2.) sanastavi na 210 nm.

Kalibracia

Nastrekne sa 10 mi kazdého Standardného roztoku benzylalkoholu (4.7.) amergju sa
plochy pikov benzylalkoholu a 4-etoxyfenolu.

Pre kazdy Standardny roztok benzylalkoholu (4.7.) sa vypocita pomer plochy piku
benzylalkoholu k 4-etoxyfenolu. Nanesenim tychto pomerov na os vy
a odpovedajucich koncentrécii benzylalkoholu v g na mililiter na os x sa zostroji
kalibracna krivka.

Sanovenie

Nastrekne sa 10 m roztoku vzorky (6.1.6.) a meraju sa plochy pikov benzylakoholu
a4-etoxyfenolu. Vypocita sa pomer plochy piku benzylalkoholu k 4-etoxyfenolu.
Tento postup sa opakuje sd’aSou 10 nt alikvotnou ¢ast’ou roztoku vzorky, kym sa
nedosiahnu zhodné vysledky.

Z kalibraéng krivky (6.3.2.) sa od¢ita koncentracia benzylalkoholu zodpovedajlica
pomeru plochy pikov benzylalkoholu a 4-etoxyfenolu.

VYPOCET
Obsah benzylalkoholu vo vzorke v hmotnostnych percentach sa vypocita s pouzitim
vzorca

% benzylalkoholu = 4OOC

’ )

m
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kde

m  je hmotnost’ vzorky odobratej na analyzu (6.1.1.) v gramoch a

c je koncentracia benzylalkoholu v roztoku vzorky (6.1.6.) od¢itana z kalibracne)
krivky v mikrogramoch na mililiter.

OPAKOVATELNOST ?)

Pre obsah benzylalkoholu 1 % (hmot.) by rozdiel medzi vysledkami dvoch paralelne
uskuto¢nenych stanoveni natej istej vzorke nemal presiahnut’ 0,1 % (hmot.).
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34. DOKAZ ZIRKONIA A STANOVENIE ZIRKONIA, HLINIKA A CHLORU
V NEAEROSOLOVYCH ANTIPERSPIRANTOCH
(Podra smernice Komisie 93/73/EHS z 9. septembra 1993)

Metoda pozostava s piatich stupnov

A. DOKAZ ZIRKONIA

B. STANOVENIE ZIRKONIA

C. STANOVENIE HLIN’iKA

D. STANOVENIE CHLORU

E. VYPOCET POMERU ATOMOV HLINIKA K ATOMOM ZIRKONIA A
ATOMOV HLINIKA PLUSZIRKONIA K ATOMOM CHLORU

A. DOKAZ ZIRKONIA

1. ROZSAH A OBLAST POUZITIA
T&o metdéda opisuje dbkaz zirkénia v kozmetickych vyrobkoch typu
neaerosolovych antiperspirantov. Metéda nie je vhodna na dokaz zirkénia v
komplexoch hlinito—zirkonicitych hydroxido—chloridov [AlZr(OH),Cl, . n H,O].

2. PRINCIP
Zirkonium sa dokazuje na zéklade charakteristickgj cerveno-fialove zrazeniny
vytvérang s alizarinovou ¢ervenou Sv silne kyslom prostredi.

3. CINIDLA
V&etky ¢inidla musia byt” analyticky cisté.

3.1 Koncentrovana kyselina chlorovodikova, (dy = 1,18 g/ml)

3.2. 2% (m/v) vodny roztok alizarinovel cerveng S (ClI 58005) roztok natrium
aizarinsulfonétu

4. PRISTROJE A POMOCKY

4.1. Bezné laboratorne vybavenie

5. POSTUP

5.1 2ml vody sapridaju k asi 1 g vzorky v skimavke. Zazétkuje sa a pretrepe.

5.2. Pridaju sa tri kvapky roztoku alizarinove] ¢erveng S (3.2), nasledne sa pridaja 2 ml
koncentrovangj kyseliny chlorovodikovej (3.1). Zazétkuje sa a pretrepe.

5.3. Necha sastét’ priblizne dve min(ty.

5.4. Cerveno-fialovo sfarbeny roztok supernatantu a zrazeniny je dokazom pritomnosti
zirkonia.

B. STANOVENIE ZIRKONIA

1. ROZSAH A OBLAST POUZITIA

Této metdda je vhodna na stanovenie zirkénia v komplexoch hlinito-zirkonicitych
hydroxido—chloridov do maximdneho obsshu 7,5% (hmot.) zirkénia
V heaerosolovych antiperspirantoch.
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3.1
3.2.

3.3.
3.4.

3.5.

4.1.
4.2.
4.3.
4.4.

5.1
5.1.1.
5.1.2.

5.1.3.

5.1.4.

5.2.

5.3.
5.3.1.

PRINCIP
Zirkénium sa extrahuje zvyrobku v kyslom prostredi a stanovi sa pomocou
plamenove atdmovej absorpéne spektrometrie.

CINIDLA

V&etky cinidla musia byt’ analyticky cisté.

Kyselina chlorovodikova, koncentrovana (dx = 1,18 g/ml),

10 % (obj.) roztok kyseliny chlorovodikovej, 100 ml kyseliny chlorovodikove)
(3.1) sa za stdleho mieSania prida do 500 ml vody v kadicke. Tento roztok sa
prenesie do jednolitrove] odmernej banky a doplni sa vodou po znacku.

Standardny zésobny roztok zirkénia, 1 000 ny/ml vO0,5 M roztoku kyseliny
chlorovodikove (,, SpectrosoL“ aebo ekvivalent).

Chlorid hlinity — hydrét [AICl5 . 6 H20], 22,6 g hexahydratu chloridu hlinitého sa
rozpusti v 250 ml 10 % (obj.) roztoku kyseliny chlorovodikovej (3.2.),

Chlorid aménny, 5 g chloridu aménneho sa rozpusti v 250 ml 10 % (obj.) roztoku
kyseliny chlorovodikovej (3.2.).

PRISTROJE A POMOCKY

Bezné |aboratdrne vybavenie

M agnetické mieSadlo s vyhrievacou platiiou

Filtracny papier (Whatman ¢. 41 aebo jeho ekvivalent)

Atoémovy absorpény spektrofotometer vybaveny zirkéniovou vybojkou sdutou
katédou

POSTUP

Priprava vzorky

Do 150 ml kadicky sa presne navéZi priblizne 1g (,m"* v gramoch) homogénnej
vzorky vyrobku. Pridd sa 40 ml vody al0 ml koncentrovang kyseliny
chlorovodikovej (3.1.).

Kadi¢ka sa umiestni na vyhrievaciu platnu magnetického mieSadla (4.2.). Spusti sa
mieSanie a zahreje sa do varu. Na vrch kadicky sa umiestni hodinové sklicko, aby sa
predidlo rychlemu odpareniu. Vari sa pa’ minuat, kadi¢ka sa odloZi zo zdroja tepla
aochladi sa nalaboratornu teplotu.

Obsah kadicky sa spouzitim filtratného papiera (4.3.) prefiltruje do 100 ml
odmerngj banky. Kadicka sa opléchne dvoma 10 ml davkami vody avoda
zopléchnutia sa po prefiltrovani prida do banky. Doplni sa vodou po znatku
apremieSa sa. Tento roztok satieZ pouZije na stanovenie hlinikav ¢asti C.

Do 50 ml odmerngj banky sa pipetou prenesie 20 ml roztoku vzorky (5.1.3.), 5ml
roztoku chloridu hlinitého (3.4) a5 ml roztoku chloridu amoénneho (3.5.). Doplni sa
10 % (obj.) roztokom kyseliny chlorovodikovej (3.2.) po znacku a premieSa sa.
Podmienky pre atdmova absorpéna spektrometriu

Plamen: oxid dusny—acetylén
VInovadizka: 360,1 nm
Korekcia pozadia: nie

Podmienky pre palivo: obohatené, pre maximdlnu absorbanciu je potrebné
optimalizovat’ vySku horéka a podmienky spal’ovania.

Kalibracia

Do sé&ie 50 ml odmernych baniek sa pipetou prenesie 5, 10, 15, 20a25 ml

Standardného zasobného roztoku zirkonia (3.3.). Do kazdej odmerng banky sa

pipetou prida 5 ml chloridu hlinitého (3.4.) a5 ml chloridu aménneho (3.5.). Objem
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5.3.2.

5.4.

3.1
3.2.

3.3.

sa doplni 10% (obj.) roztokom kyseliny chlorovodikove (3.2) po znatku
apremieSa sa. Tieto roztoky obsahuju v uvedenom poradi 100, 200, 300, 400
a500 ng zirkénia na mililiter. Podobne sa bez pridania Standardného roztoku
zirkonia pripravi slepy roztok.

Zmeria sa absorbancia slepého roztoku (5.3.1.) aziskana hodnota sa pouZije pre
kalibracnd krivku ako zodpovedajuca nulove koncentracii zirkénia. Zmeria sa
absorbancia kazdého kalibracného Standardného roztoku zirkonia (5.3.1.). Zostroji
sa kalibracna krivka zavid osti hodnét absorbancie na koncentrécii zirkonia.
Sanovenie

Zmeria sa absorbancia roztoku vzorky (5.1.4.). Z kalibratngl krivky sa odcita
koncentracia zirkonia zodpovedajuca hodnote absorbancie nameranegj v roztoku
vzorky.

VYPOCET
Obsah zirkénia vo vzorke v hmotnostnych percentach sa vypocita spouzitim
vzorca

% zirkonia= L
40

m

kde

m  je hmotnost’ vzorky odobratej na analyzu (5.1.1) v gramoch a

c je koncentracia zirkonia v roztoku vzorky (5.1.4) od¢itana z kalibracngj krivky
v mikrogramoch namililiter.

OPAKOVATELNOST )
Pre obsah zirkénia 3 % (hmot.) by rozdiel medzi vysledkami dvoch paralelne
uskutoc¢nenych stanoveni natej istej vzorke nemal presiahnut’ 0,1 % (hmot.).

POZNAMKA
Povolené je pouZitie optickej emisng spektrometrie s indukéne viazanou plazmou
ako alternativy plamenovej atbmovej absorpéne) spektrometrie.

STANOVENIE HLINIKA

ROZSAH A OBLAST POUZITIA

Této metdda je vhodna na stanovenie hlinika pritomného v komplexoch hlinito-
zirkonicitych hydroxido—chloridov do maximaneho obsahu 12 % (hmot.) hlinika
Vv neaerosolovych antiperspirantoch.

PRINCIP
Hlinik sa extrahuje z vyrobku v kyslom prostredi a stanovi sa pomocou plamenovej
atdbmovej absorpénej spektrometrie.

CINIDLA

V&etky ¢inidla musia byt” analyticky cisté.

Kyselina chlorovodikové, koncentrovana (dx = 1,18 g/ml)

1 % (obj.) roztok kyseliny chlorovodikovej, 10 ml koncentrovangl kyseliny
chlorovodikovej (3.1.) sa za stdeho mieSania prida do 500 ml vody v kadicke. Tento
roztok sa prenesie do jednolitrove] odmerng banky a doplni sa vodou po znacku.
Standardny zéasobny roztok hlinika, 1 000 my/ml v 0,5 M roztoku kyseliny dusiénej
(,» SpectrosoL” alebo ekvivalent),
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3.4.

4.1.
4.2.

5.1.1.

5.2.

5.3

5.3.1L

5.3.2.

5.4.

Chlorid draselny, 10 g chloridu draselného sa rozpusti v 250 ml 1 % (obj.) roztoku
kyseliny chlorovodikovej (3.2.).

PRISTROJE A POMOCKY

Bezné laboratorne vybavenie

Atomovy absorpény spektrofotometer vybaveny hlinikovou vybojkou sdutou
katodoul.

POSTUP

Priprava vzorky

Na stanovenie obsahu hlinika sa pouZije roztok pripraveny v ¢asti B 5.1.3.

Do 100 ml odmerng banky sa pipetou prenesie 5ml roztoku vzorky (B 5.1.3.),
10 ml roztoku chloridu draselného (3.4.). Doplni sa 1 % (obj.) roztokom
kyseliny chlorovodikovej (3.2.) po znacku a premieSa sa

Podmienky pre atdbmova absor péna spektrometriu

Plamen: oxid dusny—acetylén
VInovadizka: 309,3 nm
Korekcia pozadia: nie

Podmienky pre palivo: obohaten€; pre maximanu absorbanciu je potrebné
optimalizovat’ vy3ku horéka a podmienky spal’ovania.

Kalibracia

Do série 100 ml odmernych baniek sa pipetou prenesie 1,2,3,4a5ml

Standardného zésobného roztoku hlinika (3.3.). Do kazdg odmerng) banky sa

pipetou prida 10 ml chloridu draselného (3.4.). Objem sa doplni 1% (obj.)

roztokom kyseliny chlorovodikovej (3.2.) po znacku a premieSa sa. Podobne sa bez

pridania Standardného roztoku hlinika pripravi slepy roztok.

Zmeria sa absorbancia slepého roztoku (5.3.1.) aziskana hodnota sa pouZije pre

kalibracna krivku ako zodpovedajuca nulovej koncentréacii hlinika. Zmeria sa

absorbancia kazdého kalibratného Standardnéno roztoku hlinika. Zostroji sa

kalibracné krivka zavislosti absorbancie od koncentrécie hlinika.

Stanovenie

Zmeria sa absorbancia roztoku vzorky (5.1.1.). Z kalibratngl krivky sa odgita

koncentracia hlinika zodpovedajuca hodnote absorbancie namerangl v roztoku

vzorky.

VYPOCET
Obsah hlinika vo vzorke v hmotnostnych percentéch sa vypocita s pouZitim vzorca
% hlinika= —— |

5 m
kde
m  je hmotnost’ vzorky odobratej naanalyzu (B 5.1.1.) v gramoch a
c je koncentrécia hlinika v roztoku vzorky (5.1.1.) od¢itané z kalibracnej krivky
v mikrogramoch namililiter.

OPAKOVATELNOST )

Pre obsah hlinika 3,5 % (hmot.) by rozdiel medzi vysledkami dvoch paralelne
uskutoc¢nenych stanoveni natej istej vzorke nemal presiahnut’ 0,1 % (hmot.).
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3.1
3.2.

3.3.
3.4.

4.1.
4.2.
4.3.
4.4.
4.5.

5.1
5.1.1.

5.1.2.

5.1.3.

POZNAMKA
Povolené je pouZitie optickej emisng spektrometrie s indukéne viazanou plazmou
ako alternativy plamenovej atbmovej absorpéne) spektrometrie.

STANOVENIE CHLORU

ROZSAH A OBLAST POUZITIA

Té&o metéda je vhodna na stanovenie chléru pritomnéno ako chloridovy ion
v komplexoch  hlinito—zirkoni¢itych  hydroxido—chloridov v neaerosblovych
antiperspirantoch.

PRINCIP
Chloridové iény sa vo vyrobku stanovia potenciometrickou titraciou Standardnym
roztokom dusi¢nanu strieborného.

CINIDLA

V&etky ¢inidla musia byt’ analyticky cisté

Kyselina dusi¢ng, koncentrovana (dx = 1,42 g/ml)

5 % (obj.) roztok kyseliny dusi¢ngj, 25 ml koncentrovangj kyseliny dusi¢ngj (3.1)
sa za staleho mieSania prida do 250 ml vody v kadi¢ke. Tento roztok sa prenesie do
500 ml odmernegj banky a doplni savodou po znacku.

Aceton

0,1 M roztok dusichanu  strieborného pre odmernd analyzu (,AnaaR" aebo
ekvivalent).

PRISTROJE A POMOCKY

BeZné laboratdrne vybavenie,

M agnetické mieSadlo s vyhrievacou platiou,
Strieborna el ektroda,

Kalomelova referencna elektroda,

pH/milivoltmeter vhodny pre potenciometricku titraciu.

POSTUP

Priprava vzorky

Do 250 ml kadicky sa presne navézi priblizne 1 g (,m" v gramoch) homogénnej
vzorky vyrobku. Prida sa 80 ml vody a20 ml 5 % (obj.) roztoku kyseliny dusi¢nej
(3.2).

Kadi¢ka sa umiestni na vyhrievaciu platiu magnetického mieSadla (4.2.). Spusti sa
mieSanie a zahreje sa do varu. Na vrch kadicky sa umiestni hodinové sklicko, aby sa
predidlo rychlemu odpareniu. Vari sa pa’ minuat, kadi¢ka sa odloZi zo zdroja tepla
aochladi sa nalaboratornu teplotu.

Prida sa 10 ml aceténu (3.3), elektrédy (4.3. a4.4.) sa ponoria pod povrch roztoku
aspusti sa mieSanie. Titruje sa potenciometricky 0,1 M roztokom dusi¢nanu
strieborného (3.4.) a za ucelom stanovenia koncového bodu titracie (V ml) sa
zostroji diferencidnakrivka.
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VYPOCET
Obsah chléru pritomného vo vzorke v hmotnostnych percentdch sa vypocita
S pouZitim vzorca:

0,3545" V
m

% chléru =

kde

m  je hmotnost’ vzorky odobratej naanalyzu (5.1.1.) v gramoch a

V  jeobjem 0,1 M roztoku dusi¢nanu strieborného spotrebovaného na titréciu do
koncového bodu (5.1.3.) v mililitroch.

OPAKOVATELNOST ?)

Pre obsah chloru 4 % (hmot.) by rozdiel medzi vysledkami dvoch paraelne
uskuto¢nenych stanoveni natej istej vzorke nemal presiahnut’ 0,1 % (hmot.).
VYPOCET POMERU ATOMOV HLINIKA K ATOMOM ZIRKONIA A
ATOMOV HLINIKA PLUSZIRKONIA K ATOMOM CHLORU

VYPOCET POMERU ATOMOV HLINIKA K ATOMOM ZIRKONIA

Pomer Al : Zr savypogita s pouZitim vzorca

% (hmot.) Al” 91,22
% (hmot.) Zr~ 26,98

pomer Al : Zr =

VYPOCET POMERU ATOMOV HLINIKA PLUS ZIRKONIA K ATOMOM
CHLORU

Pomer (Al + Zr) : Cl savypocita s pouzitim vzorca

% (hmot.) Al N % (hmot.) Zr
26,98 91,22
% (hmot.) Cl
35,45

pomer (Al +Zr) : Cl =
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35. DOKAZ A STANOVENIE HEXAMIDINU, DIBROMHEXAMIDINU,
DIBROMPROPAMIDINU A CHLORHEXIDINU
(Smernicakomisie 93/73/EHS z 9. septembra 1993)

1. ROZSAH A OBLAST POUZITIA
Téo metdda opisuje kvalitativne a kvantitativne stanovenie
— Hexamidinu ajeho soli, vratane isetionatu a 4-hydroxybenzoatu,
—  Dibrémhexamidinu a jeho soli, vrataneisetionétu,
—  Dibrémpropamidinu ajeho soli, vrataneisetionatu,
— Diacetatu, diglukonatu adihydrochloridu chlérhexidinu v kozmetickych
vyrobkoch.

2. DEFINICIA
Obsah hexamidinu, dibrémhexamidinu, dibrémpropamidinu a chlérhexidinu
stanoveny touto metédou sa vyjadri v hmotnostnych percentéch.

3. PRINCIP
DOkaz astanovenie sa uskutoénujl idnovo-parovaciou vysoko  U¢innou
chromatografiou (HPLC) na obrdeng féze, nasdedovanou ultrafialovou
spektrofotometrickou detekciou. Hexamidin, dibromhexamidin, dibrompropamidin
achlorhexidin sa identifikuja na zdklade retencnych ¢asov na chromatograficke)

kolbne.

4, CINIDLA
V&etky ¢inidla musia byt analyticky ¢isté apodla potreby musia byt vhodné pre
HPLC.

4.1. Metanol

4.2. Sodné sol’ kyseliny heptan—1— sulfénovej, monohydrét

4.3. Kyselina octova, 'adova (dyo = 1,05 g/ml),

4.4. Chlorid sodny

4.5. Mobilné fazy

451 Rozpustadio I: 0,006 M roztok monohydratu sodne soli kyseliny heptan—1—
sulfénove (4.2.) v metanole (4.1.), s pH upravenym na hodnotu 3,5 s l'adovou
kyselinou octovou (4.3.).

45.2. Rozpistadio II: 0,005 M roztok monohydrdtu sodnegj soli kyseliny heptan—1—
sulfénove (4.2) vo vode, s pH upravenym na hodnotu 3,5 sTadovou kyselinou
octovou (4.3.).
Ak je potrebné vylepdit tvar pikov, mobilné fazy mézu byt modifikované a
pripravené nasledovne
rozpustadlo I: 5,84 g chloridu sodného (4.4.) a 1,1013 g monohydratu sodnej soli
kyseliny heptan—1-sulfonove (4.2.) sa rozpusti v 100 ml vody. Prida sa 900 ml
metanolu (4.1.) a pH sa upravi na 3,5 sladovou kyselinou octovou (4.3.),
rozpustadio 1l: 5,84 g chloridu sodného (4.4.) a 1,1013 g monohydrétu sodnej soli
kyseliny heptan—1-sulfénove (4.2.) sa rozpusti v jednom litri vody a pH sa upravi
na 3,5 s 'adovou kyselinou octovou (4.3.).

4.6. Diisetionat hexamidinu [C20H26N402 .2 C2H604S]

4.7. Diisetionét dibrémhexamidinu [CxoH24BraN4O; . 2 CoHeO4S)]
4.8. Diisetionét dibrompropamidinu [C17H18BraN4O; . 2 CoHgO4G)]
4.9, Diacetét chlorhexidinu [C22H30C|2N10 .2 C2H402]
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4.10.
4.11.
4.12.
5.1
5.2.
5.3.

5.4.

6.2

6.2.1.

6.2.2.

6.2.3.
6.2.4.

6.2.5.

6.3.

7.1.1.

7.1.2.

7.1.3.

Referencné roztoky: pripravia sa 0,05 % (m/v) roztoky kazdeg zo Styroch
konzervacnych létok (4.6. az 4.9.) v rozpustadie | (4.5.1.).

3,4,4 -Trichlorkarbanilidu (triclokarban),

4,4 —-Dichlér—3—(trifluérmetyl)karbanilid (hal okarban),

PRISTROJE A POMOCKY

BeZné laboratdrne vybavenie,

Vysoko ucinny kvapainovy chromatograf s UV detektorom s nastavitelnou
vinovou dizkou,

Analyticka koléna: nehrdzavejlica ocel, dizka 30 cm, vnitorny priemer 4 mm,
napl nena s mBondapackom C,g, 10 nm alebo ekvivalent,

Ultrazvukovy kuper.

DOKAZ

Priprava vzorky

Do 10 ml odmerng banky sa navéZzi priblizne 0,5 g vzorky adoplni sa
rozpustadiom | (4.5.1) po znatku. Banka sa umiestni na 10 mindt do
ultrazvukového kupel'a (5.4.). Roztok sa prefiltruje alebo odstredi na centrifige. Pre
chromatografiu sa zachytévafiltrat alebo supernatant.

Chromatografia

Gradient mobilnej fazy

Cas (min) rozpu&radlo| % (obj.) (4.5.1) |[rozpu&adioll % (obj.) (4.5.2)
0 50 50
15 65 35
30 65 35
45 50 50

Prietokova rychlost’ mobilngj fazy (6.2.1.) sa nastavi na 1,5 ml/min ateplota kolony
na35° C.

Detektor sa nastavi na vinovd dizku 264 nm.

Nastrekne sa 10 ml kazdého z referenénych roztokov (4.10) azaznamengu sa ich
chromatogramy.

Nastrekne sa 10 m roztoku vzorky (6.1) a zaznamena sa jgj chromatogram.
Porovnanim retenc¢ného casu (retenénych ¢asov) piku (pikov) zisteného (zistenych)
v 6.2.5 sretencnym ¢asmi pikov referenénych roztokov ziskanymi v 6.2.4 sa zisti, ¢i
je pritomny hexamidin, dibromhexamidin, dibrémpropamidin alebo chlérhexidin.

STANOVENIE

Priprava Standardnych roztokov

Ako vnuitorny &tandard sa pouZije jedna z konzervacnych 1&tok (4.6. az 4.9.), ktoré
nie je pritomna vo vzorke. Ak to nie je mozné mbézu sa pouZit’ triclokarban
(4.11.) alebo halokarban (4.12.).

0,05 % (m/v) zasobny roztok v rozpustadie | (4.5.1.) konzervaing latky zisteneg)
vV 6.3.

0,05 % (m/v) zasobny roztok v rozpustadie | (4.5.1.) konzervatng léatky vybrate)
ako vnutorny Standard.

Pre kazdu identifikovanu konzerva¢nu latku sa pripravia Styri Standardné roztoky do
série 10 ml odmernych baniek, prenesenim mnoZstiev zésobného roztoku zistene
konzervacéng latky (7.1.1.) aprimeranych mnozstiev zasobného roztoku vnatorného
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1.2

7.2.1.

1.2.2.

7.3

7.3.1.

71.3.2.

7.4

74.1.

74.2.

14.2.

Sandardu (7.1.2.) podra nizSie uvedeng tabulky. Kazda banka sa doplni
rozpustadiom | (4.5.1.) po znacku a premieSa sa.

&tandardny Zésobny roztok Zésobny roztok konzervacnej Iatky,
roztok vnu_tor,neho Standardu kt_or,ej pritomnost’ bola preukazana
pridasa(7.1.2) ml pridasa(7.1.1) ml pg/ml ()
| 1,0 05 5
Il 1,0 10 50
11 1,0 15 75
v 10 2,0 100

(') Tieto hodnoty s uvedené pre usmernenie a odpovedaj koncentraciam
identifikovangl konzervatngj latky v Standardnych roztokoch pripravenych
zriedenim zasobného roztoku, ktory obsahuje presne 0,05 % identifikovang
konzervacnegj latky.

Priprava vzorky

Do 10 ml odmernegj banky sa presne navéZi priblizne 0,5 g (,p“ v gramoch) vzorky,
prida sa 1 ml roztoku vnutornénho Standardu (7.1.2.) a6 ml rozpu&tadla | (4.5.1.)
apremiesasa.

Banka sa umiestni na 10 mindt do ultrazvukového kupel'a (5.4.). Ochladi sa. Doplni
sa rozpustadiom | po znacku apremieSa sa. Odstredi sa na centrifige alebo sa
prefiltruje cez skladany filtracny papier. Pre chromatografiu sa zachytéava
supernatant alebo filtrat.

Chromatografia

Gradient mobilng fézy, prietokova rychlost, teplota kolony avinova dizka
detektora prisluSenstva HPLC (5.2.) sa nastavia na hodnoty, aké boli poZzadované
v stupni dokazu (6.2.1. az 6.2.3.).

Nastrekne sa 10 m roztoku vzorky (7.2.2.) ameria sa plocha pikov. Tento postup sa
opakuje sdasou 10 m alikvotnou ¢astou roztoku vzorky, kym sa nedosiahnu
zhodné vysledky. Vypocita sa pomer plochy piku vytvaraného anayzovanou
Zltceninou k ploche piku vytvaraného vnutornym Standardom.

Kalibracia

Nastrekne sa 10 mi kazdého z Standardnych roztokov (7.1.3.) amergju sa plochy
pikov.

Pre kazdy Standardny roztok (7.1.3.) sa vypocita pomer plochy piku hexamidinu,
dibrémhexamidinu, dibrémpropamidinu aebo chlérhexidinu k ploche piku
vnutorného Standardu. Nanesenim tychto pomerov na osy a zodpovedajUcich
koncentracii zistengy konzervatng latky v ng na mililiter na os x sa zostroji
kalibracna krivka.

Z kalibraéng] krivky (7.4.2.) sa od¢ita koncentracia identifikovangl konzervacine)
|&tky zodpovedajica pomeru plochy pikov vypocitang v 7.3.2.

VYPOCET
Obsah hexamidinu, dibrémhexamidinu, dibrémpropamidinu alebo chlérhexidinu vo
vzorke v hmotnostnych percentéch sa vypocita s pouZitim vzorca
% =_ C - MW, |
1000 p MW,
kde
p  jehmotnost vzorky odobratel naanayzu (7.2.1)v gramoch,
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10.

c je koncentracia konzervacng latky v roztoku vzorky odcitana z kalibrac¢ne)

krivky, v mikrogramoch na mililiter;

MW, je molekulova hmotnost’ zakladne] formy pritomnej konzervacne latky,
MW, je molekulovd hmotnost’ prislusngj soli (bod 10 tabul'ka).

OPAKOVATELNOST ?

Pre obsah hexamidinu, dibrémhexamidinu, dibrémpropamidinu alebo chlorhexidinu
0,1 % (hmot.) rozdiel medzi vysledkami dvoch paralelne uskutocnenych stanoveni
nate istgl vzorke nesmie presiahnut’ 0,005 % (hmot.).

Tabu/ka molekul ovych hmotnosti

Hexamidin C20H26N402 354,45
Diisetionat hexamidinu C20H26N402 . 2C2HGO4S 606,72
di-p-hydroxybenzoét hexamidinu CooH26N 4O, - 2C;H6O3 630,71
dibrémhexamidin Con 24BraN4Oo 512,24
diisetionat dibréomhexamidinu CooH24BroN4O, - 2CoHeO4S | 764,51
dibrémpropamidin C17H18BraN4O, 470,18
diisetionét dibrompropamidinu C17H18BraN4O, - 2CHeO4S | 722,43
chlérhexidin C22H30C|2N10 505,45
diacetét chlérhexidinu C22H30C|2N10 - 2CoH400 625,56
dlg| ukonét chlérhexidinu C22H30C|2N10 - 2CeH 1207 897,76
dihydrochlorid chlérhexidinu CxoH3CloNqg - 2HCI 578,37
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2.2.
2.3.
2.4.
2.5.
2.6.
2.7.
2.8.
2.9

2.10.
2.11.
2.12.
2.13.
2.14.
2.15.
2.16.
2.17.
2.18.

36. DOKAZ A STANOVENIE KYSELINY BENZOOVEJ,
KYSELINY 4-HYDROXYBENZOOVEJ, KYSELINY SORBOVEJ,
KYSELINY SALICYLOVEJA KYSELINY PROPIONOVEJ
(Podra smernice Komisie 95/32/ES zo 7. jula 1995)

ROZSAH A OBLAST POUZITIA

Tato metdda je pouZitelnd na ddkaz astanovenie kyseliny benzoovej, kyseliny
4-hydroxybenzoovej, kyseliny sorbovej, kyseliny salicylove) akyseliny propionovej
v kozmetickych ~ vyrobkoch. Samostatné postupy opisuju dokaz tychto
konzervacnych latok ato, stanovenie kyseliny propidnovej, stanovenie kyseliny
4-hydroxybenzoovej, kyseliny salicylovej, kyseliny sorbovel a kyseliny benzoove.

DEFINICIA

Mnozstva kyseliny benzoovej, kyseliny 4-hydroxybenzoovej, kyseliny salicylovey,
kyseliny sorbovej akyseliny propionovej stanovené touto metddou sa vyjadruju ako
hmotnostné percenta vol'nych kyselin.

DOKAZ

PRINCIP

Po acidobéazicke] extrakcii konzervacnych latok sa extrakt nasledne analyzuje
tenkovrstvovou chromatografiou (TLC) areakénou chromatografiou (,derivatizécia
na platni*). Podl'a vysledkov sa identifikacia potvrdi vysoko U¢innou kvapalinovou
chromatografiou (HPLC) aebo v pripade Kkyseliny propionovej plynovou
chromatografiou (GC).

CINIDLA

V Seobecné informéacie,

V&etky ¢inidla musia byt analyticky ¢isté. Pouzitd voda musi byt’ destilovana aebo
minimane voda rovnocenng Cistoty,
Aceton,

Dietyléter,

Acetonitril ,

Toluén,

n-hexan,

Parafinovy olg,

Kyselina chlorovodikova, 4 M,
Hydroxid draselny, vodny roztok, 4 M,
Chlorid vpenaty, CaCl, . 2H,0,
Uhligitan litny, Lio,COs,

2-brém-2’ -acetonafton,

Kyselina 4-hydroxybenzoova,
Kyselina salicylova,

Kyselina benzoova,

Kyselina sorbové,

Kyselina propionova,

Referencné roztoky

Pripravia sa 0,1 % (m/v) roztoky (100 mg/100 ml) kazdej z piatich konzervacnych
l&tok (2.13. az 2.17.) v dietyl éteri,
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2.19.

2.20.

2.21.

2.22.

3.1
3.2.
3.3.
3.4.

3.5.
3.6.
3.7.
3.8.
3.9.

3.10.
311
3.12.
3.13.

Derivatizacneé ¢inidlo

0,5 % (m/v) roztok 2-brom-2'-acetonaftonu (2.12.) v acetonitrile (2.4.) (50 mg/10
ml); tento roztok sa musi pripravovat’ kazdy tyZzden ¢erstvy amusi sa uskladiovat
v chladnicke,

Roztok katalyzatora

0,3 % (m/v) roztok uhli¢itanu litneho (2.11.) vo vode (300 mg/100 ml); tento roztok
samusi vZdy pripravovat’ cerstvy,

Vyvijaci roztok

Toluén (2.5.)/aceton (2.2.), 20:0,5 (obj. didly),

Kvapalny parafin (2.7.)/n-hexén (2.6.), 1:2 (obj. diely).

PRISTROJE A POMOCKY

BeZné laboratdrne pomaocky,

Vodny kupel’, s moznost'ou nastavenia teploty na 60 °C,

Vyvijaciakomora,

Zdroj ultrafialového svetla, 254 a 366 nm,

Platne na tenkovrstvovu chromatografiu (TLC), potiahnuté silikagélom 60 bez
fluorescen¢ného indikétora, 20 © 20 cm, hrubka vrstvy 0,25 mm s koncentratnou
zonou 2,5° 20 cm (Merck 11845 alebo ich ekvivalent),

Mikrostriekacka, 10 m,

Mikrostriekacka, 25 m,

SuSiaren, S moznost'ou nastaveniateploty do 105 °C,

50-ml sklené skimavky so skrutkovacim uzaverom,

Filtracny papier s priemerom 90 mm, Schleicher & Schull, Weissband ¢. 5892 alebo
jeho ekvivalent,

Univerzélny pH indikatorovy papier, pH 1-11,

5 ml sklené vzorkovnice,

Rota¢na vékuova odparka (Rotavapor aebo ekvivalent),

Vyhrievacia platha (varic).

POSTUP

Priprava vzorky

Do 50 ml skimavky so skrutkovacim uzaverom (3.8.) sa navaZi priblizne 1 g
vzorky. Pridaju sa tyri kvapky 4 M roztoku kyseliny chlorovodikovej (2.8.) a40 mi
acetéonu (2.2.). V pripade velmi zasaditych vyrobkov, ako napr. toaletné mydio
sa pridd 20 kvapiek 4 M roztoku kysdliny chlorovodikove) (2.8.).
Indikatorovym papierikom (3.10.) sa skontroluje, ¢i pH je priblizne dva. Skimavka
sa uzavrie ajednu mindtu saintenzivne pretrepava.

Ak je potrebné urah¢it’ extrakciu konzervaénych latok do acetonovej fazy, vzorka sa
mierne zahrievanaasi 60 °C do roztopenia kvapalnej fazy.

Roztok sa ochladi na laboratornu teplotu acez filtracny papier (3.9.) sa prefiltruje
do kuzelovitej banky.

20 ml filtratu sa prenesie do 200 ml kuzelovitgl banky, prida sa 20 ml vody
apremiesa sa. pH zmesi sa so 4 M roztokom hydroxidu draselného (2.9.) upravi na
priblizne 10, nameranie pH sa pouZzije indiké&orovy papierik (3.10.).

Pridd sa 1 g chloridu vapenatého (2.10.) aintenzivne sa pretrepe. Cez filtratny
papier (3.9.) sa prefiltruje do 250 ml oddel'ovacieho lievika obsahujuceho 75 ml
dietyléteru (2.3.) ajednu minGtu sa intenzivne pretrepava. Nechaju sa oddelit’ vrstvy
avodna vrstva sa vypusti do 250 ml kuzel'oviteg] banky. Etericka vrstva sa vylgie.
Pomocou indikatorového papiera (3.10.) sa so 4 M roztokom kyseliny
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4.2.

2.2.
2.3.
24.

chlorovodikove (2.8.) upravi pH vodného roztoku na priblizne dva. Prida sa 10 ml
dietyléteru (2.3.), banka sa uzavrie ajednu mindtu intenzivne pretrepéva, nechgju sa
oddelit’ vrstvy aétericka vrstva sa prenesie do odparovacieho zariadenia (3.12.).
Vodnéa vrstva sa vyleje. Etericka vrstva sa odpari takmer do sucha a zvy3ok saznova
rozpusti v 1 ml dietyléteru (2.3.). Roztok sa prenesie do sklengj vzorkovnice (3.11.).

Tenkovrstvova chromatografia

Pre kazdy Standard avzorku, ktoré maja byt nanesené na tenkovrstvovu platiu, sa
na Startovaciu ¢iaru v koncentratngl zone TLC platne (3.4.) striekackou (3.5.)
nanesie v rovnake vzdiaenosti priblizne 3 m roztoku uhli¢itanu litneho (2.20.)
aplatni¢ka sa vysusi v prude studeného vzduchu.

TLC platna sa prenesie na vyhrievaciu platiu (3.13.) vyhriatu na 40 °C, aby sa
gkvrny pri nanaSani udrzali ¢o ngimensie. Mikrostriekackou (3.5.) sa na Startovaciu
Ciaru platne presne na miesta, kde boli nanesené Skvrny roztoku uhli¢itanu litneho
nanesie 10 m kazdého roztoku Standardu (2.18.) aroztoku vzorky (4.1.). Nakoniec
sa nanesie priblizne 15 m derivatizacného c¢inidla (2.19.) (roztoku 2-brém-2'-
acetonaftonu), opéa’ presne na miesta, kde boli nanesené 3Skvrny roztokov
Standardov/vzorky aroztoku uhli¢itanu litneho.

TLC platna sa zahrieva v suSiarni (3.7.) na 80 °C 45 minut. Po ochladeni sa platia
vyvijavo vyvijacg komore (3.2.), nasycovang pocas 15 minat (bez pouZitia viozky
zfiltracného papiera), vyvijacim rozpusadiom 2.21. (toluén/aceton), kym celo
rozpustadla nedosiahne vzdialenost 15 cm od &tartu (to méze trvat’ priblizne 80
minat).

Platna sa vysusi v prude studeného vzduchu aziskané skvrny sa vySetria pod UV
svetlom (3.3.). Na zvySenie fluorescencie slabych Skvin sa TLC platha mbze
ponorit’ do zmesi kvapaného parafinu an-hexanu (2.22.).

DOKAZ

Vypocitaju sa hodnoty Rf pre kazdu Skvrnu.

Porovnaju sa hodnoty Rf asprévanie sa pri oZiareni UV svetlom pozorované pri
Skvrnach ziskanych zo vzorky so Skvrnami ziskanymi z roztokov Standardov.
Vyvodia sa predbeZzné zavery o pritomnosti aidentite pritomnych konzervacnych
l&ok. Uskutoéni sa identifikécia pomocou HPLC opisana v ¢asti B, alebo, ak sa
ukazuje, Ze je pritomna kyselina propionova, pomocou GC opisand v ¢asti C.
Ziskané reten¢né ¢asy sa porovngju s casmi ziskanymi pri roztokoch Standardov.
Vydedky TLC aHPLC aebo GC sa spoja akonecny dbdkaz pritomnosti
konzervacnych latok vo vzorke vychédza z kombinacie vysiedkov.

STANOVENIE KYSELINY BENZOOVEJ, KYSELINY 4- HYDROXY -
BENZOOVEJ, KYSELINY SORBOVEJA KYSELINY SALICYLOVEJ

PRINCIP
Po okysleni sa vzorka extrahuje zmesou etanolu avody. Po filtrécii sa konzervatné
latky nasledne stanovia vysoko G¢innou kvapalinovou chromatografiou (HPLC).

CINIDLA

V&etky cinidla musia byt analyticky cisté aak je to potrebné, vhodné na HPLC.
Pouzita voda musi byt’ destilovana alebo minimalne voda rovnocenngj ¢istoty,
Etanol, absolutny,

Kyselina 4-hydroxybenzoova,

Kyselina salicylova,
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2.5.
2.6.
2.7.
2.8.
2.9.
2.10.
2.11.
2.12.
2.13.

2.14.

2.15.
2.15.1.
2.15.2.

2.16.

2.17.

3.1
3.2.

3.3.
3.4.
3.5.

3.6.
3.7.

4.1.
4.1.1.

Kyselina benzoova,

Kyselina sorbové,

Octan sodny, CH3;COONa. 3 H;0,

Kyselina octovd, (a)* = 1,05 g/ml,

Acetonitril ,

Kyselinasirova, 2 M,

Hydroxid draselny, vodny roztok, 0,2 M,

Kyselina 2-metoxybenzoova,

Zmes etanol/voda

Zmiesa sa deva’ objemovych dielov etanolu (2.2.) ajeden objemovy diel vody
(2:1),

Roztok vnutorného Standardu

Pripravi sa roztok obsahujuci priblizne 1 g kyseliny 2-metoxybenzoove (2.12.)
v 500 ml zmesi etanol/voda (2.13.),

MobilnafazanaHPLC,

Octanovy timivy roztok

6,35 g octanu sodného (2.7.) a 20,0 ml kyseliny octovej (2.8.) sa prida k 1 | vody
apremiesasa,

Mobilna féza sa pripravi zmieSanim deviatich objemovych dielov octanového
timivého roztoku (2.15.1.) ajedného objemového dielu acetonitrilu (2.9.),

Zasobny roztok konzervacénych |atok

Do 50 ml odmerngj banky sa presne navéZzi priblizne 0,05 g kyseliny 4-
hydroxybenzoovej (2.3.), 0,2 g kyseliny salicylovej (2.4.), 0,2 g kyseliny benzoove)
(2.5.) a0,05 g kyseliny sorbovej (2.6.) adoplni sa po znacku zmesou etanol/voda
(2.13.). Roztok sa uskladiuje v chladni¢ke. Roztok je staly jeden tyZden.,
Standardné roztoky konzervagnych |atok

Do série 20 ml odmernych baniek sa prenesie jednotlivo 8,00, 4,00, 2,00, 1,00
a 0,50 ml zésobného roztoku (2.16.). Do kazdej banky sa prida po 10,00 ml roztoku
vnutorného Standardu (2.14.) a0,5 ml 2 M roztoku kyseliny sirovej (2.10.). Doplni
sa po znacku zmesou etanol/voda (2.13.). Tieto roztoky sa musia pripravovat
cerstvé.

PRISTROJE A POMOCKY

Ak nie je uvedené inak, bezné laboratorne vybavenie

Vodny kupel’, nastaveny na 60 °C,

Vysoko ucinny kvapalinovy chromatograf s nastavitelnym UV detektorom a 10 m
davkovacou sluckou,

Anayticka koléna z nehrdzavejucel ocele, dlha 12,5 az 25 cm, s vnatornym
priemerom 4,6 mm, s ndpliou Nucleosil 5C18 alebo ekvivalentnou,

Filtracny papier s priemerom 90 mm, Schleicher & Schull, Weissband ¢. 5892 aebo
jeho ekvivalent,

50-ml sklené skimavky so skrutkovacim uzaverom,

5 ml sklenené vzorkovnice,

Varné kamienky, karborundové, srozmerom 2 az 4 mm alebo ich ekvivalent.

POSTUP

Priprava vzorky

Priprava vzorky bez pridavku vnitorného Standardu

Do 50 ml skimavky so skrutkovacim uzéverom (3.5.) sa navéZi 1 g vzorky. Do
skimavky sa pipetou prida 1,00 ml 2 M roztoku kyseliny sirovel (2.10.) a30,0 ml
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4.1.2.

4.2.

4.2.1.

4.2.2.

zmesi etanol/voda (2.13.). Pridd sa priblizne 1 g varnych kamienkov (3.7.),
skimavka sa uzavrie aintenzivne sa pretrepava aspon jednu minudtu, kym sa neziska
homogénna suspenzia. Na ul'ahéenie extrakcie konzervacnych latok do etanolicke
fazy sa skimavka umiestni presne na pd& minit do vodného kupela (3.1.)
udrZiavaného na 60 °C.

Skumavka sa ihned” ochladi pod pridom studenej vody aextrakt sa uskladni na
jednu hodinu pri teplote 5 °C.

Extrakt sa prefiltruje cez filtracny papier (3.4.). Priblizne 2 ml extraktu sa prenesie
do skleneng vzorkovnice (3.6.). Extrakt sa uschovava pri teplote 5 °C aHPLC
stanovenie sa uskutocni do 24 hodin od jeho pripravy.

Priprava vzorky s pridavkom vnuatorného Standardu

Do 50 ml skimavky so skrutkovacim uzaverom (3.5.) sa navaZi s presnostou natri
desatinné miesta 1 + 0,1 g (a gramov) vzorky. Pipetou sa prida 1,00 ml 2 M roztoku
kyseliny sirove (2.10.) a30,0 ml zmesi etanol/voda (2.13.). Prida sa priblizne 1 g
varnych kamienkov (3.7.) al10,00 ml roztoku vnatorného Standardu (2.14.).
Skimavka sa uzavrie aintenzivne sa pretrepava aspon jednu mindtu, kym sa
neziska homogénna suspenzia. Na ul'ah¢enie extrakcie konzervatnych laok do
etanolickeg) fazy sa skUmavka umiestni presne na pa’ minut do vodného kupela
(3.1.) udrZiavaného na 60 °C.

Skumavka sa ihned” ochladi pod pridom studene vody aextrakt sa uskladni na
jednu hodinu pri teplote 5 °C.

Extrakt sa prefiltruje cez filtracny papier (3.4.). Priblizne 2 ml extraktu sa prenesi
do skleng vzorkovnice (3.6.). Extrakt sa uschovéva pri teplote 5 °C aHPLC
stanovenie sa uskutoéni do 24 hodin od jeho pripravy.

Vysoko Uc¢inn& kvapalinova chromatografia

Mobilnaféaza: acetonitril/octanovy timivy roztok (2.15.).

Prietokova rychlost mobilng fézy cez kolonu sa nastavi na 2,0 + 0,5 ml/mindtu.
Detektor sa nastavi na vinovd dizku 240 nm.

Kalibracia

Do kvapalinového chromatografu (3.2.) sa nadavkuje 10 mi davky kazdého zo
Standardnych roztokov konzervacnych latok (2.17.). Pre kazdy roztok sa stanovi
pomer vy3ky piku skimanej konzervacng 1atky k vyske piku vnatorného Standardu
ziskanych z chromatogramov. Pre kazdu konzervatnu latku sa zostroji graf
zévidosti vy3ky piku od koncentracie kazdého Standardného roztoku. Overi sa, ¢i sa
pre Standardné roztoky postupom pre kalibraciu ziskala linearna zavislost'.
Sanovenie

Do kvapalinového chromatografu (3.2.) sa nadavkuje 10 m extraktu vzorky (4.1.1.)
a zaznamend sa chromatogram. Nadavkuje sa 10 m &andardného roztoku
konzervacngj latky (2.17.) azaznamena sa chromatogram. Ziskané chromatogramy
sa porovngu. Ak sa na chromatografe extraktu vzorky (4.1.1.) neobjavi Ziadny pik
spriblizne rovnakym retencnym ¢asom, ako ma kyselina 2-metoxybenzoova
(odport¢cany vnutorny Standard), nadavkuje sa 10 ml extraktu vzorky s pridavkom
vnutorného Standardu (4.1.2.) a zaznamena sa chromatogram.

Ak sa v chromatograme extraktu vzorky (4.1.1.) pozoruje rusiaci pik srovnakym
retenénym c¢asom ako ma kyselina 2-metoxybenzoova, vyberie sa iny vhodny
vnutorny Standard. (Ak sa pik pre jednu zo skumanych konzervacnych latok
nenachadza v chromatograme, této konzervatnd létka sa pouZije ako vnutorny
Standard.)
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Overi sa, & chromatogramy ziskané pre roztok Standardu aroztok vzorky spinajl
poziadavku, Ze rozliSenie pikov nghorSie oddeleného paru musi byt aspon 0,9.
(Vymedzenie rozliSenia pikov, obr. ¢. 1.)

Obr. ¢. 1: rozliSenie pikov

Ak sa nedosiahne poZadované oddelenie pikov, pouZije sa (cinngjSia kolona aebo
sa upravi zloZenie mobilng fazy, a2 kym sa nesplni poZiadavka, Ze koeficient
asymetrie A vSetkych ziskanych pikov sa musi pohybovat medzi 0,9 az 1,5.
(Vymedzenie koeficienta asymetrie, obr. ¢ 2). Na zaznamenanie
chromatogramu pre stanovenie koeficienta asymetrie sa odporica rychlost

zapisovaca aspon 2 cm/mindtu.

A
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Obr. ¢. 2: koeficient asymetrie piku
Musi saziskat’ vyrovnana zékladna ciara (base line).

VYPOCET

Na vypocet koncentracie kyslych konzervacnych latok v roztoku vzorky sa pouZija
pomery vySok pikov skumanych konzervacnych l&ok k vyske piku kyseliny 2-
metoxybenzoove) (vnatorného Standardu) akalibracng krivky. Obsah kyseliny
benzoovej, 4-hydroxybenzoovej, kyseliny sorbove) alebo kyseliny salicylove vo
vzorke sav hmotnostnych precentach (x;) vypocita pomocou vzorca

100x20x b

10° xa  500%a’

Xi % (hmot.) =
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4.1.
4.2.
4.3.
4.4.
4.5.

kde

a jehmotnost (g) skiSobnej vzorky (4.1.2.),

b je koncentracia (mg/ml) konzervacng latky v extrakte vzorky (4.1.2.) ziskana
z kalibracngj krivky.

OPAKOVATELNOST )

Pri obsahu kyseliny 4-hydroxybenzoovej 0,40 % nesmie rozdiel medzi vysledkami
dvoch paralelne uskuto¢nenych stanoveni natej istg) vzorke presiahnut’ v absolGtnej
hodnote 0,035 %.

Pri obsahu kyseliny benzoovej 0,50 % nesmie rozdiel medzi vysledkami dvoch
paralelne uskutocnenych stanoveni na te istg vzorke presiahnut’ v absolUtne)
hodnote 0,050 %.

Pri obsahu kyseliny salicylovel 0,50 % nesmie rozdiel medzi vysledkami dvoch
paraelne uskuto¢nenych stanoveni na teg istg vzorke presiahnut’ v absolUtne
hodnote 0,045 %.

Pri obsahu kyseliny sorbove) 0,60 % nesmie rozdiel medzi vysledkami dvoch
paralelne uskutocnenych stanoveni na te istg vzorke presiahnut’ v absolUtne)
hodnote 0,035 %.

POZNAMKY

Vysledky testu nehomogenity uskutocneného na tejto metdde ukazujl, Ze mnozstvo
kyseliny sirove pridang do extraktu kyselin zo vzorky je kritické a ohrani¢enia pre
mnoZstvo spracovang] vzorky samusia udrzat’ v predpisanych medziach.

Ak jeto Ziaduce, pouZije sa primerana predkol 6na.

STANOVENIE KYSELINY PROPIONOVEJ]

ROZSAH A OBLAST POUZITIA
Tao metdda je vhodnd na stanovenie kyseliny propidénovej smaximénou
koncentraciou 2 % (hmot.) v kozmetickych vyrobkoch.

DEFINICIA
Koncentracia kyseliny propionove] stanovend touto metdédou sa vyjadri
v hmotnostnych percentach (% hmotn.) v kozmetickom vyrobku.

PRINCIP

Stanovenie kyseliny propionove] sa po extrakcii z vyrobku nasledne uskuto¢ni
prostrednictvom plynovej chromatografie svyuzitim kyseliny 2-metylpropionove)
ako vnutorného Standardu.

CINIDLA

V&etky ¢inidla musia byt analyticky ¢isté; musi byt’ pouZita destilovana voda a ebo
minimane voda rovnocenng Cistoty,

Etanol, 96 % (obj.),

Kyselina propiénova,

Kyselina 2-metyl propi énova,

Kyselina trihydrogenfosforecna, 10 % (m/v.),

Roztok kyseliny propionove,

Do 50 ml odmerngj banky sa presne navaZi priblizne 1,00 g (p gramov) kyseliny
propionove a doplni saetanolom (4.1.) po znacku,
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4.6.

5.1
5.2.
5.3.
5.4.
5.5.

6.1

6.1.1.

6.1.2.

6.2.

6.3

6.3.1.

Roztok vnutorného Standardu: Do 50 ml odmernej banky sa presne navézi priblizne
1,00 g (e gramov) kyseliny 2-metylpropiénove] adoplni sa po znatku etanolom
(4.1).

PRISTROJE A POMOCKY

Bezné laboratdrne vybavenie,

Plynovy chromatograf s plamenovo-ionizacnym detektorom,

Sklena skimavka (20~ 150 mm) so skrutkovacim uzaverom,

Vodny kupel’ pri 60 °C,

10 ml sklené striekacka s membranovym filtrom (priemer pérov: 0,45 mm).

POSTUP

Priprava vzorky

Priprava vzorky bez vnutorného standardu

Do skleng skimavky (5.3.) sa navézi priblizne 1 g vzorky. Prida sa 0,5 ml roztoku
kyseliny fosforecng (4.4.) a9,5 ml etanolu (4.1.).

Skimavka sa uzavrie aintenzivne sa pretrepe. Ak je to potrebné, skimavka sa
umiestni do vodného kupel'a zahriateho na 60 °C (5.4.) na pa&’ mindt, aby sa Uplne
rozpustila tukova vrstva. Rychlo sa ochladi pod tedicou vodou. Cast’ roztoku sa
prefiltruje cez membranovy filter (5.5.). Filtrat sa chromatografuje v ten isty dei.
Priprava vzorky s vnatornym Standardom

Do sklengj skimavky (5.3.) sa navéZi s presnostou natri desatinné miestal £ 0,1 g
(a gramov) vzorky. Prida sa 0,5 ml roztoku kyseliny fosforecngj (4.4.), 0,5 ml
roztoku vnutorného Standardu (4.5.) a9 ml etanolu (4.1).

Skumavka sa uzavrie aintenzivne sa pretrepe. Ak je to potrebné, skimavka sa
umiestni do vodného kupel'a zahriateho na 60 °C (5.4.) na p& minat, aby sa
rozpustila tukova vrstva. Rychlo sa ochladi pod tedicou vodou. Cast’ roztoku sa
prefiltruje cez membréanovy filter (5.5.). Filtrét sa chromatografuje v ten isty dex.
Podmienky pre plynovi chromatografiu

Odporucané st nasledovné podmienky pre meranie

Kolona

Typ nehrdzavejuca ocel’,

Dizka 2m,

Priemer 18,

Né&plii 10 % SP™ 1000 (alebo ekvivalent) + 1 % HsPO4; na
Chromosorb-e WAW 100 az 120 mesh.

Teplota

Davkovaé 200 °C,

Koléna 120 °C,

Detektor 200 °C,

Nosny plyn dusik,

Prietokova rychlost’ 25 ml/min.

Chromatografia

Kalibréacia

Do série 20 ml odmernych baniek sa pipetou prenesie jednotlivo 0,25, 0,50, 1,00,
2,00 a4,00 ml roztoku kyseliny propiénovej (4.5.). Do kazdej odmernej banky sa
pipetou prenesie po 1,00 ml roztoku vnitorného Standardu (4.6.); doplni sa po
znatku etanolom (4.1.) a premieSa sa. Takto pripravené roztoky obsahuju e
mg/ml kyseliny 2-metylpropiénovej ako vnutornéno Standardu (¢o predstavuje 1
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6.3.2.

7.2.

mg/ml, ak e = 1 000) ap/4, p/2, p, 2p adp mg/ml kyseliny propidonove (¢o
predstavuje 0,25, 0,50, 1,00, 2,00 a 4,00 mg/ml, ak p = 1 000).

Nadavkuje sa 1 m kazdého ztychto roztokov ananesenim pomeru hmotnosti
kyseliny propidnovej/kyseliny  2-metylpropionoveg na os X a pomer
zodpovedgjucich pléch pikov na os y sa ziska kalibratna krivka. Spravia sa tri
vstreknutia kazdého roztoku a vypocita sa pomer priemernej plochy piku.

Kazdy roztok sa nadavkuije trikrét a vypocita sa priemerny pomer plochy piku.
Sanovenie

Nadavkuje sa 1 m filtrdu vzorky 6.1.1. Chromatogram sa porovna
s chromatogramom jedného zo Standardnych roztokov (6.3.1.). Ak ma pik priblizne
rovnaky retencny ¢as ako kyselina 2-metylpropionova, pouzije sa iny vnutorny
Standard. Ak sa nepozoruje pik rudiaci stanovenie, nadavkuje sa 1 m filtratu vzorky
6.1.2. azmergu sa plochy piku kyseliny propionove a piku vnatorného Standardu.

VYPOCTY

Z kalibracngj krivky ziskang v 6.3.1. sa ziska pomer hmotnosti (K) zodpovedajuci

ploche pikov, vypocitany v 6.3.2..

Z takto ziskaného pomeru hmotnosti sa vypocita obsah kyseliny propionovej vo

vzorke (x) ako hmotnostné percento pomocou vzorca

X % (hmot.) = K W:KE’
50 xa a

kde

K  jepomer vypocitany v 7.1,

e jehmotnost’ vnitorného Standardu v gramoch, navézeného v 4.6.,

a jehmotnost’ vzorky v gramoch, navézeng v 6.1.2.

Vydedky sa zaokruhlianajedno desatinné miesto.

OPAKOVATELNOST ?)

Pri obsahu kyseliny propionovej 2 % (hmot.) nesmie rozdiel medzi vysedkami
dvoch paralelne uskutocnenych stanoveni natej istej vzorke presiahnut’ 0,12 %.
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37. DOKAZ A STANOVENIE HYDROCHINONU, MONOMETYLETERU
HYDROCHINONU, MONOETYLETERU HYDROCHINONU A
MONOBENZYLETERU HYDROCHINONU
(Podl'a smernice Komisie 95/32/ES zo 7. jula 1995)

A. DOKAZ

1. ROZSAH A OBLAST POUZITIA
Metoda opisuje detekciu addkaz hydrochindnu, monometyléteru hydrochinénu,
monoetyléteru hydrochinbnu a monobenzyléteru hydrochin6nu (monobenzénu)
v kozmetickych vyrobkoch na zosvetl'ovanie pokozky.

2. PRINCIP
Hydrochindn a jeho étery sa dokazuju tenkovrstvovou chromatografiou (TLC).

3. CINIDLA
V&etky ¢inidla musia byt” analyticky cisté,

3.1 Etanol, 96 % (obyj.),

3.2 Chloroform,

3.3. Dietyléter,

3.4. Vyvijaciarozpustadlova zmes
chloroform/dietyléter, 66:33 (obj. diely),

35. Amoniak, 25 % vodny roztok (hmot.) (d*°, = 0,91 g/ml),

3.6. Kyselina askorbova,

3.7. Hydrochinon,

3.8. Monometyléter hydrochinonu,

3.9. Monoetyléter hydrochinénu,

3.10. Monobenzyléter hydrochinénu (monobenzon),

311 Referencné roztoky musia byt’ ¢erstvo pripravené nasledovné referencné roztoky; st
stale jeden dex.

3.11.1. Do deleng 10 ml skimavky sa navazi 0,05 g hydrochinénu (3.7.). Prida sa 0,250 g
kyseliny askorbovej (3.6.) a5 ml etanolu (3.1.). Priddva sa roztok amoniaku (3.5.),
kym pH nie je 10 a doplni sa do objemu 10 ml etanolom (3.1.).

3.11.2. Do delengl 10 ml skimavky sa navéazi 0,05 g monometyléteru hydrochinénu (3.8.).
Prida sa 0,250 g kyseliny askorbovej (3.6.) a5 ml etanolu (3.1.). Pridava sa roztok
amoniaku (3.5.), kym pH nie je 10 a doplni sa do objemu 10 ml etanolom (3.1.).

3.11.3. Do deleng 10 ml skimavky sa navézi 0,05 g monoetyléteru hydrochindnu (3.9.).
Prida sa 0,250 g kyseliny askorbovej (3.6.) a5 ml etanolu (3.1.). Pridava sa roztok
amoniaku (3.5), kym pH nie je 10 adoplni sa do objemu 10 ml etanolom (3.1.).

3.11.4. Do deleng 10 ml skumavky sa navédzi 0,05 g monobenzyléteru hydrochinénu
(3.10.). Prida sa 0,250 g kyseliny askorbovej (3.6.) a5 ml etanolu (3.1.). Pridava sa
roztok amoniaku (3.5.), kym pH nie je 10 adoplni sa do objemu 10 ml etanolom
(3.1),

3.12. Dusi¢nan strieborny,

3.13. Kyselina fosfore¢nano-dodekamolybdénova,

3.14. Hexahydrat hexakyanoZzel ezitanu draselného,

3.15. Hexahydrét chloridu Zelezitého,

3.16. Cinidla na postriekanie chromatogramu

3.16.1. Do 5 % (m/v) vodného roztoku dusi¢nanu strieborného (3.12.) sa prida roztok
amoniaku (3.5.), kym sa vytvorena zrazenina nerozpusti.
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3.16.2.

3.16.3.

4.1.
4.2.

4.3.
4.4.
4.5.

5.2.
5.2.1.
5.2.2.

5.2.3.
5.3.

5.3.1.
5.3.2

Upozornenie Tento roztok sa statim stava explozivne nestabilny amusi sa po
pouZziti vyliat’.

10 % (m/v) roztok kyseliny fosfore¢nano-dodekamolybdénovej (3.13.) v etanole
(3.1.),

Pripravi sa 1 % (m/v) vodny roztok hexakyanozelezitanu draseinénho (3.14.) a2
% (m/v) vodny roztok chloridu Zelezitého (3.15.). Tesne pred pouZitim sa
zmieSgju rovnake diely obidvoch roztokov.

PRISTROJE A POMOCKY

Bezné laboratdrne vybavenie,

BeZné vybaveniena TLC,

Hotové TLC platne: silikagél GHR/UV 254; 20 © 20 cm (Machery, Nagel alebo ich
ekvivaent). Hrabka vrstvy 0,25 mm,

Ultrazvukovy kuaper’,

Centrifuga,

UV lampa, 254 nm.

POSTUP

Priprava vzorky

Do 10 ml delengj skimavky sa navézia 3,0 g vzorky. Prida sa 0,250 g kyseliny

askorbovej (3.6.) a5 ml etanolu (3.1.). SpouZitim roztoku amoniaku (3.5.) sa pH

upravi na 10. Etanolom (3.1.) sa doplni do objemu 10 ml. Skimavka sa uzavrie

zétkou a10 minat sa homogenizuje v ultrazvukovom kupeli. Prefiltruje sa cez

filtracny papier alebo odstredi na centrifige pri 3 000 ot./min.

TLC

Chromatograficka komora sa nasyti parami vyvijacej rozpu&'adlove) zmesi (3.4.).

Na platiiu sa nanest po 2 m referencnych roztokov (3.11.) a2 m roztoku vzorky

(5.1.). Vyvija sa vtme pri laboratorng teplote, kym celo rozpustadlovel zmesi

nevystUpi do vzdialenosti 15 cm od Startu.

Platna sa vyberie a necha sa vysusit’ pri laboratorngj teplote.

Detekcia

Platna sa pozoruje pod UV svetlom pri 254 nm a ozna¢ia sa polohy Skvin.

Platna sa postrieka

- ¢inidlom dusi¢nu strieborného (3.16.1), alebo

- ¢inidlom kyseliny fosfore¢nano-dodekamolybdénovej (3.16.2) azahreje sa
na 120 °C, alebo

- roztokom hexakyanoZelezitanu draselného aroztokom chloridu Zelezitého
(3.16.3).

DOKAZ

Vypocita U sa Rf hodnoty pre kazda Skvrnu.

Porovnaju sa skvrny ziskané pre roztok vzorky so Skvrnami referencnych roztokov
so zretel’'om na ich Rf hodnoty; farbu Skvin pod UV svetiom afarbu Skvin po ich
vizualizécii postriekanim cinidiom.

Uskuto¢ni sa HPLC opisana v nasledujlcej casti (B) aporovngju sa retencné ¢asy
zistené pre pik(y) vzorky sretencnymi casmi pikov referencnych roztokov.
Vydedky TLC aHPLC na dbkaz pritomnosti hydrochinénu alebo jeho esterov
alebo hydrochindnu ajeho esterov sa skombinuiju.
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3.2.
3.3.
3.4.
3.5.
3.6.
3.7.
3.8.

3.9.

3.10.

4.1.
4.2.

4.3.

POZNAMKY

Za opisanych podmienok boli pozorované nasledovné Rf hodnoty
Hydrochindn 0,32

monometyléter hydrochinonu 0,53

monoetyléter hydrochinénu 0,55

monobenzyl éter hydrochinénu 0,58

STANOVENIE

ROZSAH A OBLAST POUZITIA

Této metdda bliZzSie uréuje postup na stanovenie hydrochindnu, monometyléteru
hydrochinénu, monoetyléteru hydrochinbnu a monobenzyléteru hydrochinénu
v kozmetickych vyrobkoch na zosvetl'ovanie pokozky.

PRINCIP

Za mierneho zahrievania, pri ktorom sa roztopi v3etok tukovy materidl, sa vzorka
extrahuje zmesou voda/etanol. Stanovenie analytov vo vysednom roztoku sa
uskutoc¢ni kvapalinovou chromatografiou s obratenou fazou s UV detekciou.

CINIDLA

V&etky ¢inidla musia byt analyticky ¢isté. Pouzitd voda musi byt destilovana aebo
minimane voda rovnocenngj Cistoty,

Metanol,

Hydrochinon,

Monometyléter hydrochinénu,

Monoetyléter hydrochindnu,

Monobenzyléter hydrochinénu (monobenzén),

Tetrahydrofuran kvality pre HPLC,

Zmes metanol/voda 1:1 (obj. diely). ZmieSa sa jeden objemovy diel vody ajeden
objemovy diel metanolu (3.2.),

Mobilnafaza

zmes tetrahydrofurdn/voda 45:55 (obj. diely). ZmieSa sa 45 objemovych dielov
tetrahydrofuranu (3.7.) a 55 objemovych dielov vody,

Referencny roztok

Do 50 ml odmerng banky sa navéZi 0,06 g hydrochinbnu (3.3.), 0,08 ¢
monometyléteru hydrochinénu (3.4.), 0,10 g monoetyléteru hydrochinonu (3.5.) a
0,12 g monobenzyléteru hydrochindnu (3.6.). Rozpusti sa v metanole (3.2.) adoplni
sa nim po znacku. Referenény roztok sa pripravi zriedenim 10,00 ml tohto
roztoku doplnenim do 50,00 ml zmesou voda/metanol (3.8.). Tieto roztoky musia
byt ¢erstvo pripravené.

PRISTROJE A POMOCKY

Bezné laboratdrne vybavenie,

Vodny kupel’, s moznost'ou dosiahnut’ teplotu 60 °C,

Vysoko u¢inny kvapalinovy chromatograf s nastavite’nym UV detektorom a 10 ni
davkovacou sluckou,

Analytické kolona

Chromatograficka kolona z nehrdzavejlcej ocele, dilhd 250 mm, s vnuatornym
priemerom 4,6 mm, naplnend fenyl-zorbaxom (fenetylsildnom chemicky
naviazanym na Zorbax SIL, na koncoch ukonc¢enym chldrtrimetylsilanom),
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4.4.

5.2.
5.2.1.

5.2.2.

5.2.3.

svelkostou castic 6 mm alebo ekvivalentna kolona. NepouzZiva sa predkoldna,
okrem fenylove] predkolény alebo je ekvivalentu.

Filtracny papier spriemerom 90 mm, Schleicher and Schull, Weisshand ¢. 5892
alebo jeho ekvivalent

POSTUP

Priprava vzorky

Do 50 ml odmerngj banky s navaZi s presnostou natri desatinné miestal + 0,1 g (a
gramov) vzorky. Vzorka sa disperguje v 25 ml zmesi voda/metanol (3.8.). Banka sa
uzavrie aintenzivne sa pretrepava aspon jednu mindtu, kym sa neziska homogénna
suspenzia. Banka sa umiestni do vodného kapel'a(4.1.) zahriateho na 60 °C na
urahc¢enie extrakcie. Banka sa ochladi a doplni sa po znatku zmesou voda/metanol
(3.8.). Extrakt sa prefiltruje cez filtracny papier (4.4.). HPLC stanovenie sa
uskutocni do 24 hodin od pripravy extraktu.

Vysoko Uc¢inn& kvapalinova chromatografia

Prietokova rychlost mobilng fazy (3.9.) sa nastavi na 1,0 ml/min adetektor sa
nastavi navinova dizku 295 nm.

Nadavkuje sa 10 m roztoku vzorky ziskanej, ako je opisané v 5.1 azaznamena
sa chromatogram. Mergju sa plochy pikov. Uskutoéni sa kalibracia, ako je opisané
v 5.2.3. Porovngju sa chromatogramy ziskané pre vzorku aroztoky Standardov. Na
vypocet koncentrécie analytov v roztoku vzorky sa pouZzije plocha pikov a odozvové
faktory (RF) vypocitanév 5.2.3..

Kalibracia

Nadavkuje sa 10 ni referenéného roztoku (3.10.) azaznamend sa chromatogram.
Davkuije sa niekorkokrét, kym sa nedosiahne konstantna plocha piku.

Stanovi sa odozvovy faktor RF;

RF = P,

Ci
kde
pi je plocha piku hydrochinbnu, monometyléteru hydrochindnu, monoetyléteru
hydrochindnu alebo monobenzyléteru hydrochinénu a
G jekoncentrécia (g/50ml) referencného roztoku (3.10.) hydrochinénu,
monometyléteru hydrochindnu, monoetyl éteru hydrochinénu alebo
monobenzyl éteru hydrochinonu.
Overi sa, ¢i chromatogramy ziskané pre roztok Standardu aroztok vzorky spinaju
pozZiadavku, Ze rozliSenie pikov najhorSie oddeleného paru musi byt aspon 0,9.
(vymedzenie pikov, obr. ¢. 1.)
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Obr .¢. 1: rozliSenie pikov

Ak sa nedosiahne poZzadované oddelenie pikov, pouZije sa (¢inngjSia kolGna alebo
sa upravi zloZzenie mobilng fézy az dovtedy, kym sa nesplni poZiadavka, Ze
koeficient asymetrie As vSetkych ziskanych pikov sa musi pohybovat’ medzi 0,9 az
15. (vymedzenie Kkoeficienta asymetrie, obr. ¢. 2). Na zaznamenanie
chromatogramu na stanovenie koeficientu asymetrie sa odporica rychlost’
Zapisovaca aspon 2 cm/minutul.
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Obr. ¢. 2: koeficient asymetrie piku
Musi sa ziskat’ vyrovnana zékladné ciara (base line).

VYPOCET
Na vypocet koncentrécie analytu (analytov) vo vzorke sa pouZiju plochy pikov
analytov. Koncentrécia analytov vo vzorke sa vypocita ako hmotnostné percento (x;)

S pomocou vzorca

Xi % (hmot.) = té;gg :

kde
a jehmotnost' vzorky v gramoch
bi  jeplochapiku analytui vo vzorke.

144



7.2.

7.3.

1.4.

8.2.

8.3.

8.4.

9.2.

OPAKOVATELNOST )

Pri obsahu hydrochinénu 2,0 % nesmie rozdiel medzi vysledkami dvoch paralelne
uskutoc¢nenych stanoveni natej istej vzorke presiahnut’ v absolitnej hodnote 0,13 %.
Pri obsahu monometyléteru hydrochindnu 1,0 % nesmie rozdiel medzi vysledkami
dvoch paralelne uskuto¢nenych stanoveni natej istg) vzorke presiahnut’ v absolGtnej
hodnote 0,1 %.

Pri obsahu monoetyléeru hydrochindnu 1,0 % nesmie rozdiel medzi vysedkami
dvoch paralelne uskuto¢nenych stanoveni natej istej vzorke presiahnut’ v absol Utnej
hodnote 0,11 %.

Pri obsahu monobenzyléteru hydrochindnu 1,0 % nesmie rozdiel medzi vysledkami
dvoch paralelne uskuto¢nenych stanoveni natej istg) vzorke presiahnut’ v absol tnej
hodnote 0,11 %.

REPRODUKOVATELNOST ?)

Pri obsahu hydrochinénu 2,0 % nesmie rozdiel medzi vysledkami dvoch stanoveni
uskuto¢nenych stou istou vzorkou za rozdielnych podmienok (rézne laboratéria,
rézni pracovnici, rozdielne pristroje alalebo rozdielny ¢as) presiahnut’ v absolUtnej
hodnote 0,37 %.

Pri obsahu monometyléteru hydrochinénu 1,0 % nesmie rozdiel medzi vysedkami
dvoch stanoveni uskuto¢nenych stou istou vzorkou za rozdielnych podmienok
(rdzne laboratoria, rdzni pracovnici, rozdielne pristroje a/aebo rozdielny cas)
presiahnut’ v absol itnej hodnote 0,21 %.

Pri obsahu monoetyléteru hydrochinbnu 1,0 % nesmie rozdiel medzi vysedkami
dvoch stanoveni uskuto¢nenych stou istou vzorkou za rozdielnych podmienok
(rézne laboratoria, rdzni pracovnici, rozdielne pristroje a/aebo rozdielny cas)
presiahnut’ v absol itnej hodnote 0,19 %.

Pri obsahu monobenzyléteru hydrochinénu 1,0 % nesmie rozdiel medzi vysedkami
dvoch stanoveni uskuto¢nenych stou istou vzorkou za rozdielnych podmienok
(rézne laboratoria, rdzni pracovnici, rozdielne pristroje aaebo rozdielny cas)
presiahnut’ v absol itnej hodnote 0,11 %.

POZNAMKY

Ak sa zisti, Ze obsah hydrochinénu je podstatne vysSi ako 2 % avyZaduje sa presné
predbezné ohodnotenie jeho obsahu, extrakt vzorky (5.1.) sa zriedi na koncentraciu
blizku koncentrécii, ktora zodpoveda vzorke obsahujuceg 2 % hydrochinénu
astanovenie sa zopakuje. (Na niektorych pristrojoch méze byt pri vySSich
koncentraciéch hydrochinénu absorbancia mimo linedrnegj oblasti detektora.)
Interferencie

Opisana metéda umoznuje stanovenie hydrochinénu ajeho éterov v jednoduchom
izokratickom prevedeni. PouZitie fenylove koldny zabezpecuje dostatocnu retenciu
hydrochindnu, ktord neméZe byt zarucena pri pouziti C18 kolony aopisane)
mobilng fazy. Tédo metéda je citlivA na ruSiace primesi mnohych parabénov.
V takychto pripadoch by sa stanovenie malo zopakova’ spouZitim slstavy ing
mobilng fazy astacionarng fazy. Vhodné metody sa daju ngst’ v odkazoch 1 a2,
najma
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Kolona Zorbax ODS, 4,6 mm~ 25 mm alebo jg ekvivalent

Teplota 36 °C

Prietokova rychlost’ 1,5 ml/min

Mobilnafaza

Pre hydrochinén metanol/voda 5/95 (obj. diely)

Pre monometyl éter hydrochinonu: metanol/voda 30/70 (obj. diely)
Pre monobenzyl éter hydrochinénu: metanol/voda 80/20 (obj. diely) ).
Koléna Spherisorb S5-ODS aebo je ekvivalent

Mobilnaféaza voda/metanol 90/10 (obj. diely)
Prietokova rychlost’ 1,5 ml/min.

Tieto podmienky st vhodné pre hydrochinén ®).

"y M. Herpol-Borremans a M.-O. Masse: ldentification et dosage de I'hydroquinone et de ses éthers
méthylique et benzylique dans le produits cosmétiques pour blanchir la peau. (Identifikacia a stanovenie
hydrochindnu ajeho metyl-a benzyléteru v kozmetickych vyrobkov na zosvetl'ovanie pleti) Int. J. Cosmet.
Sci. 8, 203-214 (1986).

8 J.Firth and Rix, Determination of hidroguinone in skin toning creams, analyst (1986), 111, p. 129.
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3.2.
3.3.
3.4.
3.5.
3.6.
3.7.
3.8.
3.9

3.10.

3.11.
3.12.
3.13.
3.14.
3.15.
3.16.
3.17.
3.18.

38. DOKAZ A STANOVENIE OBSAHU
2-FENOXYETANOLU, 1-FENOXYPROPAN-2-OL U, )
METYL 4-HYDROXYBENZOATU, ETYL 4-HYDROXYBENZOATU,

PROPYL 4-HYDROXYBENZOATU, BUTYL 4-HYDROXYBENZOATU

A BENZYL 4-HYDROXYBENZOATU
(Podr'a smernice Komisie 96/45/ES z 2. jula 1996)

DOKAZ

ROZSAH A OBLAST POSOBNOSTI

Té&o metdda urcuje postup chromatografie natenke vrstve (TLC), ktory v spojeni
smetdédou stanovenia obsahu popisanou v ¢asti (B.), umoziuje zistit' pritomnost’
2-fenoxyetanolu, 1-fenoxypropan-2-olu, metyl 4-hydroxybenzodatu, etyl 4-hydroxy-
benzoétu, propyl 4-hydroxybenzoéatu, butyl 4-hydroxybenzoatu a benzyl 4-hydroxy-
benzoétu v kozmetickych vyrobkoch.

PRINCIP

Konzervacné latky sa extrahuju zokysleng vzorky kozmetického vyrobku
acetonom. Aceténovy roztok sa po filtracii zmieSa svodou a v akalickom prostredi
sa mastné kyseliny vyzrézaju vo forme soli vapnika. Alkalicka zmes acetonu
svodou sa extrahuje dietyléerom, ¢im sa odstrania lipofilické latky. Po okysleni sa
konzervaéné latky extrahuju dietyléterom. Alikvétna cast” dietyléterového extraktu
sa nanesie v podobe &kvin na tenkovrstvovd platiu pokrytd silikagélom.
Po vyvolani platne sa ziskany chromatogram pozoruje v ultrafialovom svetle
azviditel'ni sa pomocou Millonovho ¢inidla

CINIDLA

V Seobecne

V&etky cinidla musia mat’ analyticku cistotu. Voda musi byt’ destilovand, alebo musi
mat’ aspon rovnaku cistotu,

Aceton,

Dietyléter,

n-pentan,

Metanol ,

Kyselina octov4, l'adova,

Roztok kyseliny chlorovodikovej ¢(HCL) =4 mal/l ,

Roztok hydroxidu draselného c¢(KOH) = 4 mal/l,

Dihydrat chloridu vapenatého (CaCl,-2H-0),

Detekéné ¢inidlo: Millonovo ¢&inidlo,

Millonovo c¢inidlo (dusi¢nan ortutnaty) je priemyselne vyrdbany komercne
dostupny roztok (Fluka 69820),

2-fenoxyetanol,

1-fenoxypropén-2-ol,

Metyl 4-hydroxybenzoat (metylparabén),

Etyl 4-hydroxybenzoét (etylparabén),

n-propyl 4-hydroxybenzoét (propylparabén),

n-butyl 4-hydroxybenzoét (butyl parabén),

Benzyl 4-hydroxybenzoét (benzylparabén),

Referencné roztoky

Pripravia sa 0,1 % (m/v) roztoky kazdej z referencnych latok 3.11., 3.12., 3.13,,
3.14., 3.15,, 3.16. a3.17. v metanole.
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3.19.

4.1.
4.2.
4.3.
4.4.

4.5.
4.6.
4.7.

4.8.
4.9.

5.2.

Vyvijacie rozpustadlo,
Zmiesa sa 88 objemovych dielov n-pentanu (3.4.) s 12 objemovymi dielmi
I'adove) kyseliny octove) (3.6.).

PRISTROJE

Normédlne laboratdrne vybavenie,

Vodny kupel’ schopny udrZiavat’ teplotu 60 °C,

Vyvijacia nddoba (nevystlanafiltracnym papierom),

Zdroj ultrafialového svetla, 254 nm,

Tenkovrstvové platne, 20 cm x 20 cm, vopred pokryté 0,25 mm hrubou vrstvou
silikagelu 60Fz4, skoncentratnou zonou (Merck ¢. 11798, Darmstadt alebo
ekvivalentnou),

Piecka schopna udrziavat’ teplotu az 105 °C,

Horulcovzdusny susi¢ vliasov ,

VIneny maliarsky valec dlhy priblizne 10 cm, vonkajSi priemer priblizne 3,5 cm.
Hrabka vinengj vrstvy musi byt’ 2 a2 3 mm. Ak treba, vina sa zastrihne.

Vid poznamka5.2.,

Sklené skimavky s objemom 50 ml a so skrutkovacim uzaverom,

Elektrickd vyhrevna platha stermostatickym regulatorom teploty. Nastavenie
teploty: asi 80 °C. Horuca platha musi byt zakryta hlinikovou platinou srozmermi
20 cm x 20 cm a hribkou asi 6 mm, vd’aka ktoregj sa ziska rovhomerné rozlozenie
tepla.

POSTUP

Priprava vzorky

OdvéZi sapriblizne 1 g vzorky v 50 ml skimavke so skrutkovacim uzaverom (4.8.).
Pridaju sa Styri kvapky roztoku kyseliny chlorovodikove (3.7.) a40 ml acetonu.

V pripade silne zésaditych kozmetickych vyrobkov, ako je toaetné mydlo, je
potrebné prida 20 kvapiek roztoku kyseliny chlorovodikove. Skumavka sa
uzavrie, zmes sa pomay ohreje priblizne na 60 °C, ¢im sa urah¢i extrakcia
konzervaénych latok do aceténove fazy a mindtu sa silno trasie. Zmeria sa pH
roztoku lakmusovym papierikom a pomocou roztoku kyseliny chlorovodikovel sa
pH roztoku upravi na hodnotu £ 3. Znova sa minutu silno trasie. Roztok sa ochladi
na laboratornu teplotu a prefiltruje sa cez filtratny papier do kuzel'ovej banky. 20 ml
filtratu sa prenesie do 200 ml kuzel'ove banky, prida sa 60 ml vody apremiesa sa.
Pomocou hydroxidu draselného (3.8.) sa pH upravi priblizne na hodnotu 10
apouzije sa pritom lakmusovy papierik. Pridd sa 1 g dihydrétu chloridu vipenatého
(3.9.) a silno sa potrasie. Roztok sa prefiltruje cez filtracny papier do 250 ml
separacného lievika, ktory obsahuje 75 ml dietyléteru a minGtu sa silno trasie. Pocka
sa, kym sa fazy oddelia a odoberie sa vodna vrstva do 200 ml kuzel'ovej banky.
Pomocou roztoku kyseliny chlorovodikovej sa pH roztoku upravi priblizne na
hodnotu 2 a pouZije sa pritom lakmusovy papierik. Potom sa prida 10 ml dietyléteru
a minttu sa silno trasie. Pockd sa, kym sa fézy oddelia a priblizne 2 ml
Z dietyléterove vrstvy sa prenest do vzorkovnice s objemom 5 ml.

Chromatografia v tenkej vrstve (TLC)

TLC platha (4.4.) sa polozi na ohriatu hlinikovu platiu (4.9.). 10 m z kazdého
zreferencnych roztokov (3.18.) a 100 m roztoku (roztokov) vzorky (5.1.) sa
aplikuje na Startovu ¢iaru v koncentratngj zéne TLC platne. Ak sa to vyZaduje, je
mozné kvoli urah¢eniu odparovania rozpustadla pouzit’ prad vzduchu. TLC platha
sa zlozi z ohrievace platne a nech& sa vychladnit’ na laboratornu teplotu. 100 mi
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7.2.

7.3.

vyvolavacieho rozplustadla (3.19.) prenesie do vyvijacegl komory (4.2.). TLC platia
sa rychlo vloZi do nenasytengj komory avyvija sa pri laboratérnel teplote dovtedy,
kym ¢elo rozpust'adla nedosiahne vzdialenost” asi 15 cm od Startove Ciary. Platha sa
vyberie z vyvijacgg komory a vysusi sa v prude hordceho vzduchu pomocou
horucovzdudného susi¢a na vlasy. Platna sa preskima v ultrafialovom svetle (4.3.)
avyznati sa poloha skvin. Platha sa zohrieva 30 mindt v piecke (4.5.) pri teplote
100 °C, ¢im sa odstrani nadbytoéna kyselina octova. Konzervacné latky sa
vizualizuja na chromatograme pomocou Millonovho ¢inidla (3.10.) tak, Ze sa do
¢inidla ponori maliarsky valec (4.7.) aprechadza sa nim po TLC platni, kym sa
rovnomernenenavlhéi.

Skvrny je mozné alternativne vizualizovat opatrnym kvapnutim jedng kvapky
Millonovho ¢inidla na kazdd zo Skvin vyznacenu v ultrafialovom svetle.

Estery kyseliny 4-hydroxybenzoovej sa objavia ako ¢ervené skvrny, 2-fenoxyetanol
a 1-fenoxypropan-2-ol ako ZIté Skvrny. Je potrebné poznamena’, Ze samotna
kyselina4- hydroxybenzoovd, ktord mbéze byt pritomna vo vzorkach ako
konzervatnaldatka alebo ako produkt rozkladu parabénov, sa tiez méze javit' ako
cervena skvrna. Vid’ 7.3 a7.4.

DOKAZ

Pre kazd( 3kvrnu sa vypo¢ita hodnota R;. Skvrny ziskané z roztoku vzorky sa
porovngu so Skvrnami ziskanymi zreferencnych roztokov vzhladom na ich
hodnoty Ry, ich spréavanie v ultrafialovom Ziareni a farbu po vizualizacii. Sformuluju
sa predbezné zavery o identite konzervacnych |atok Ak sa ukaze, Ze v roztoku st
pritomné parabény, mal by sa vykonat postup HPLC popisany v ¢asti (B.). Kvali
potvrdeniu pritomnosti 2-fenoxyetanolu, 1-fenoxypropan-2-olu a parabénov sa
vysledky metdédy chromatografie v tenkeg vrstve (TLC) a metddy vysokolcinne
kvapalinove) chromatografie (HPLC) skombinuja.

POZNAMKY

V dbésledku toxicity Millonovho cinidla je najlepSie aplikovat’ toto ¢inidlo jednym
Z opisanych postupov. Neodporuc¢a sa rozprasovat’” ho.

Aj iné zlticeniny obsahujuce hydroxylové skupiny mozu pri reakcii s Millonovym
¢inidlom davat farebnu reakciu. Tabulku farieb a hodnét Ry ziskanych TLC
postupom pre niektoré konzervacné 1atky je mozné najst’ v publikacii: N. de Kruijf,
M. A. H. Rijk, L. A. Pranato-Soetardhi a A. Schouten (1987): Stanovenie obsahu
konzervaénych latok v kozmetickych vyrobkoch I: Postup chromatografie v tenkej
vrstve pre potreby zistenia pritomnosti konzervacnych latok (J. Chromatography
410, 395 - 411).

Hodnoty R uvedené v nasledujlce tabulke slUzZia ako indikacia hodnét, ktoré je
mozné ziskat’

ZlUcenina hR; Farba
Kyselina 4-hydroxybenzoova 11 cervena
Metylparabén 12 cervena
Etylparabén 17 cervena
Propylparabén 21 cervena
Butylparabén 26 cervena
Benzylparabén 16 cervena
2-fenoxyetanol 29 Zlté
1-fenoxypropan-2-ol 50 ZIta4
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7.4.

4.2.
4.3.
4.4.
4.5.
4.6.
4.7.
4.8.
4.9

4.10.
4.11.
4.12.
4.13.
4.14.
4.15.

4.16.

4.17.

Medzi kyselinou 4-hydroxybenzoovou a metylparabénom alebo medzi
benzylparabénom a etylparabénom nepride k separécii. Pritomnogt’ tychto zlU¢enim
by sa mala potvrdit pomocou metédy HPLC popisang v ¢asti (B.) a porovnanim
retencnych ¢asov vzorky s retencnymi ¢asmi Standardnych roztokov.

STANOVENIE

ROZSAH A OBLAST POSOBNOSTI

Tato metdda uréuje postup stanovenia 2-fenoxyetanolu, 1-fenoxypropan-2-  olu,
metyl 4-hydroxybenzodtu, etyl 4-hydroxybenzoédtu, propyl 4-hydroxybenzoatu,
butyl 4-hydroxybenzodtu a benzyl 4-hydroxybenzodtu v kozmetickych vyrobkoch.

DEFINICIA
Mnozstva konzervaénych 4ok stanovené touto metddou SO vyjadrené
v hmotnostnych percentach.

PRINCIP

Vzorka sa okydli pridanim kyseliny sirovej a potom sa rozptyli v zmesi etanolu a
vody. Po pomalom ohriati tejto zmesi na teplotu, pri ktorgj sa roztopi faza lipidov,
¢im sa podpori kvantitativna extrakcia, sa zmes prefiltruje.

MnoZstvo konzervacnych latok vo filtrédte sa stanovi metdédou HPLC s obratenou
fézou, pricom ako vnuatorny Standard sa pouZije izopropyl 4-hydroxybenzoét.

CINIDLA

V Seobecne

V&etky ¢inidla musia mat’ analyticku ¢istotu a podl'a potreby musia byt” vhodné pre
metodu HPLC; voda musi byt destilovand, alebo musi mat’” aspon rovnaku ¢istotu,
Etanol, absolutny,

2-fenoxyetanol,

1-fenoxypropan-2-ol,

Metyl 4-hydroxybenzoat (metylparabén),

Etyl 4-hydroxybenzoét (etylparabén),

n-propyl 4-hydroxybenzoét (propylparabén),

|zopropyl-4-hydroxybenzoét (izopropyl parabén),

n-butyl 4-hydroxybenzoét (butylparabén),

Benzyl 4-hydroxybenzoét (benzylparabén),

Tetrahydrofuran,

Metanol,

Acetonitril,

Roztok kyseliny sirove ¢(H2SO,4) =2 mol/l,

Zmes etanolu a vody

ZmieSa sa 9 objemovych dielov etanolu (4.2.) a1 objemovy diel vody.

Vnutorny Standardny roztok

Presne sa odvaZi priblizne 0,25 g izopropylparabénu (4.8.), prenesie sa do 500 ml
odmerng banky, rozpusti sa a doplni do plného objemu zmesou etanolu avody
(4.15.).

Mobilnafaza: zmes tetrahydrofurénu, vody, metanolu a acetonitrilu

ZmieSa sa 5 objemovych dielov tetrahydrofuranu, 60 objemovych dielov vody, 10
objemovych dielov metanolu a 25 objemovych dielov acetonitrilu.
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4.18.

4.19.

5.1
5.2.
5.3.

5.4.
5.5.

6.1

6.1.1.

6.1.2.

Zéasobny roztok konzervacng latky

Presne sa odvé&zi priblizne 0,2 g 2-fenoxyetanolu, 0,2 g 1-fenoxypropan-2-olu,
0,059 metylparabénu, 0,05 g etylparabénu, 0,05 g propylparabénu, 0,05 ¢
butylparabénu a 0,025 g benzylparabénu v 100 ml odmerngj banke, rozpusti sa a
doplni sa po znacku zmesou etanolu a vody.

Roztok uloZeny v chladnicke zostane stabilny jeden tyZden.

Standardné roztoky konzervainych |atok

Do 50 ml odmernych baniek sa postupne prenesie 20,00 mi, 10,00 ml, 5,00 ml,
2,00 ml a 1,00 ml zasobného roztoku (4.18.). Do kazdej odmerky sa prida 10,00 ml
vnatorného Standardného roztoku (4.16.) a 1,0 ml roztoku kyseliny sirovel (4.14.)
adoplni sa po znacku zmesou etanolu avody. Tieto roztoky by mali byt cerstvo
pripravené.

PRISTROJE

Normalne laboratorne vybavenie,

Vodny kupel’ schopny udrZiavat’ teplotu 60 °C + 1 °C,

Vykonny kvapalinovy chromatograf s UV detektorom, vinova dizka 280 nm,
Analytické kolona

Nerezova ocel’, 25 cm x vnutorny priemer 4,6 mm (alebo 12,5 cm x vnuatorny
priemer 4,6 mm) plnena Nucleosilom 5C18 alebo ekvivalentnou latkou (vid’ 10.1),
100 ml sklené skimavky so skrutkovacim uzaverom,

Varné kamienky, karborundum, vel’kost’ 2 az 4 mm, alebo ekvivalentné.

POSTUP

Priprava vzorky

Priprava vzorky bez pridania vnatorného Standardného roztoku

OdvéZi sa priblizne 1,0 g vzorky v 100 ml skimavke so skrutkovacim uzaverom.
Pipetou sa prenesie do skimavky 1,0 ml roztoku kyseliny sirove (4.14.) a 50,0 ml
zmesi etanolu a vody (4.15.). Prida sa priblizne 1 g varnych kamienkov (5.5.),
skimavka sa uzavrie a silno sa trasie dovtedy, kym sa neziska homogénna
suspenzia. Trasie sa ngimengj mindtu. Kvoli ulah¢eniu extrakcie konzervacnych
l&tok do etanolovel fazy sa vlozi skimavka asi na pat’ minat do vodného kupela
(5.1.) udrZziavaného nateplote 60 °C £ 1 °C.

Skumavka sa rychlo ochladi pridom studenej vody a extrakt sa ulozi na hodinu do
chladnicky. Extrakt sa prefiltruje cez filtracny papier. Priblizne 2 ml filtratu sa
prenesie do vzorkovnice sobjemom 5 ml. Extrakt sa uloZi do chladni¢cky a do 24
hodin sa stanovi obsah metédou HPLC.

Priprava vzorky s pridanim vnatorného Standardu

S presnostou na tri desatinné miesta sa odvazi 1,0 g + 0,1 g vzorky v 100 ml
skimavke so skrutkovacim uzéverom.

Do skimavky sa pipetou prenesie 1,0 ml roztoku kyseliny sirovej a 40,0 ml zmesi
etanolu a vody. Prida sa priblizne 1 g varnych kamienkov (5.5) a presne 10,00 ml
rozoku vnutorného Standardu. Skimavka sa uzavrie a silno trasie dovtedy, kym sa
neziska homogénna suspenzia. Trasie sa ngimeng minGtu. Kvoli ulah¢eniu
extrakcie konzervacnych latok do etanolove) fazy sa skimavka vloZi asi na pa’
minat do vodného kupel'a udrziavaného nateplote 60 °C £ 1 °C.

Skumavka sa rychlo ochladi prudom studene] vody z vodovodu a extrakt sa ulozi na
hodinu do chladnic¢ky. Extrakt sa prefiltruje cez filtracny papier.
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6.2.
6.2.1.

6.2.2.

6.2.3.

Priblizne 2 ml filtratu sa prenesie do vzorkovnice sobjemom 5 ml (testovaci
roztok). Extrakt sa uloZi do chladni¢ky a do 24 hodin sa stanovi obsah metédou
HPLC.

Vysokoucinna kvapalinova chromatografia (HPLC)

Chromatogr afické podmienky

Mobilnafaza: zmes tetrahydrofuranu, vody, metanolu a acetonitrilu (4.17)

Prietok: 1,5 ml/mindtu

Detekéna vinova dizka: 280 nm

Kalibracia

Nadavkuje sa 10 pl kazdého zo Standardnych roztokov konzervacnych latok (4.19.).
Zo ziskanych chromatogramov sa stanovia pomery vySok pikov Standardnych
roztokov konzervacnych laok k vyske piku vnatorného Standardu. Zostroji sa
krivka kazdg konzervatng latky vyjadrujica vztah medzi tymito pomermi a
koncentréciami Standardnych roztokov.

Sanovenie

Do chromatografu sa nadavkuje 10 pl roztoku vzorky bez vnatorného Standardu
(6.1.1.) avyhotovi sa chromatogram.

Nadavkuje sa 10 pl jedného zo Standardnych roztokov konzervaénych latok (4.19.)
avyhotovi sa chromatogram. Ziskané chromatogramy sa porovnaju.

Ak sa na chromatograme extraktu vzorky (6.1.1.) nenachédza Ziadny pik s priblizne
rovnakym retencnym ¢asom aky ma izopropylparabén (odportc¢any vnutorny
Standard), pokracuje sa a vstrekne sa 10 pl roztoku vzorky s vnutornym Standardom
(6.1.2.). Vyhotovi sa chromatogram a odmeraju vysky pikov.

Ak sa na chromatograme roztoku vzorky pozoruje rusivy pik s priblizne rovnakym
retencnym c¢asom aky ma izopropylparabén, mal by sa vybra’ iny vnuatorny
Standard.

Ak jedna zo skumanych konzervatnych latok nie je v chromatograme vzorky
pritomnd, tato konzervatna laka sa méze pouzit ako alternativny vnutorny
Standard. Vypocitaju sa pomery vySok pikov stanovovanych konzervatnych latok
k vyske piku vnutorného Standardul.

Je potrebné presvedit sa, Ze pre Standardné roztoky pouZité pocas postupu
kalibréacie je odozva linearna.

Je potrebné presvedCit’ sa, ¢i chromatogramy ziskané pre niektory Standardny roztok
aroztok vzorky spiigj(i tieto poZziadavky

separacia pikov nagjhorSie separovang dvojice musi byt nggmeng 0,90. (Definicia
separacie pikov je znadzornena na Obrazku ¢.1.
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Obrazok ¢. 1: Separécia pikov

Ak pozadovana separécia nebola dosiahnuta, pouZije sa citlivejSia kolona alebo by
samalo upravovat’ zloZenie mobilnegj fazy dovtedy, kym satato poziadavka nesplni.
Hodnota faktora asymetrie vSetkych ziskanych pikov As by mala byt v rozsahu od
0,9 do 1,5. (Definicia faktora asymetrie piku je zndzornend na Obrézku ¢. 2). Kvoli
vyhotoveniu chromatogramu potrebného na urcenie hodnoty faktora asymetrie sa
odporucéa nastavit’ rychlost’ posuvu zdznamoveého papiera najmeneg ha 2 cm/minutu.

w16] / s

Obrazok ¢. 2: Faktor asymetrie piku
Musi sadosiahnut’ stabilna zakladna.

VYPOCET

Na vypocet koncentracie konzervatnych latok vroztoku vzorky sa pouZije
kalibracnd krivka (6.2.2.) apomery vysok pikov stanovovanych konzervainych
l&tok k vyske piku vnitorného Standardu. Obsah 2-fenoxyetanolu, 1-fenoxypropan-
2-olu, metyl 4-hydroxybenzoétu, etyl 4-hydroxybenzoétu, propyl
4-hydroxybenzoatu, butyl 4-hydroxybenzodtu abenzyl 4-hydroxybenzoétu, wi, sa
vyjadri ako hmotnostné percenta (% m/m) pomocou vzorca
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10

10.1.

10.2.

10.3.

10.4.
10.5.

bi

%= S00xa

kde

bi je koncentracia (ug/ml) i-tg) konzervatng létky v testovacom roztoku odcitana
z kalibracngj krivky;

aje hmotnost’ (g) testovacieho roztoku.

OPAKOVATELNOST )
Vid’ poznamky, 10.5.

REPRODUKOVATELNOST ?)
Vid poznamky, 10.5.

POZNAMKY

Sacionarna faza

Retencné spravanie sa roztokov pri stanovovani obsahu metédou HPLC je silne
z&vidéod typu, znacky ahistérie stacionarnej fazy. Zaver otom, ¢i je mozné
pouZit’ niektord kolénu na separéciu stanovovanych konzervacnych latok, mozno
urobit’ nazaklade vysledkov ziskanych pre Standardné roztoky (vid® poznamky
v 6.2.3). Ukazalo sa, Ze okrem navrhovanych plniacich materidlov st vhodné g
Hypersii ODS aZorbax ODS. Kvéli dosiahnutiu poZadovangl separécie je
alternativne mozné optimalizovat’ odporucané zloZenie mobilngj fazy.

Detekcna vinova dizka

Test robustnosti popisangl metody ukazal, Ze i velmi mala zmena detekeéngj vinove)
dizky méze mat’ vyznamny vplyv na vysledky stanovenia obsahu. Preto sa tento
parameter musi v priebehu analyzy starostlivo kontrolovat’.

Interferencie

Aj mnohé iné zliceniny, ako si konzervatné laky akozmetické prisady, sa
v podmienkach popisanych v tejto metdde tieZ eluujl. Reten¢né ¢asy velkého poctu
konzervac¢nych latok st uvedené v publikacii: N. de Kruijf, M. A. H. Rijk, L. A.
Pranato-Soetardhi a A. Schouten (1989): Stanovenie obsahu konzervainych latok
v kozmetickych vyrobkoch Il: Zistenie pritomnosti vykonnou kvapalinovou
chromatografiou (J. Chromatography 469, 317-398).

Na ochranu analytickej kolony je mozné pouzit’ vhodnu predkol 6nu.

Tato metdda bola preskuSana formou spolocne vykonavanych experimentalnych
skusok, na ktorych sa zicastnilo devét’ laboratérii. Boli analyzované tri vzorky.
V nasledujuce] tabulke su pre kazdu ztroch vzoriek uvedené zistené hodnoty
koncentracie v % (hmot.) (m), opakovatelnosti (r), reprodukovatel’'nosti (R) pre tie
analyzované latky, ktoré tieto vzorky obsahovali
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Vzorka 2-fenoxy- | 1-fenoxy- Metyl- Etyl- Propyl- Butyl- Benzyl-
etanol | propan-2-| parabén parabén | parabén | parabén | parabén
ol
Vitaminovy krém |[m| 1,124 0,250 0,0628 0,031 0,0906
r 0,016 0,018 0,0035 | 0,0028 | 0,0044
R| 0,176 0,030 0,0068 | 0,0111 | 0,0034
Cistiaci krém m| 1,196 0,266 0,076
r 0,040 0,003 0,002
R| 0,147 0,022 0,004
Masézny krém m 0,806 0,180 0,148 0,152
r 0,067 0,034 0,013 0,015
R 0,112 0,078 0,012 0,016
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