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348

NARIADENIE VLADY
Slovenskej republiky
z 2. juna 2004,

ktorym sa ustanovuji analytické metody na kontrolu zloZenia
kozmetickych vyrobkov

Vlada Slovenskej republiky podla § 2 ods. 1 pism. h) zakona ¢. 19/2002 Z. z., ktorym sa
ustanovuju podmienky vydavania aproximacénych nariadeni vlady Slovenskej republiky nariaduje:

§1

Toto nariadenie vlady ustanovuje zoznam analytickych metod a podrobnosti o analytickych
metoédach na kontrolu zlozenia kozmetickych vyrobkov na ucely vykonu Statneho zdravotného
dozoru.})

§2

(1) Zoznam analytickych metod na kontrolu zlozenia kozmetickych vyrobkov je uvedeny v prilohe
¢. 1.

(2) Podrobnosti o analytickych metédach na kontrolu zlozenia kozmetickych vyrobkov su
uvedené v prilohe €. 2.

§3

Tymto nariadenim vlady sa preberaju pravne akty Eurépskych spolocenstiev a Eurépskej tinie
uvedené v prilohe ¢. 3.

§4

Toto nariadenie vlady nadobuda ticinnost 15. juna 2004.

v z. Pal Csaky v. r.
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Priloha ¢. 1
k nariadeniu vlady ¢. 348/2004 Z. z.
ZOZNAM ANALYTICKYCH METOD NA KONTROLU ZLOZENIA KOZMETICKYCH VYROBKOV
1. Odber vzoriek,
2. Laboratorna priprava skusobnych vzoriek,
3. Dokaz a stanovenie volného hydroxidu sodného a hydroxidu draselného,

4. Dokaz a stanovenie kyseliny Stavelovej a jej alkalickych soli vo vyrobkoch na starostlivost o
vlasy,

5. Stanovenie chloroformu v zubnych pastach,

6. Stanovenie zinku,

7. Doékaz a stanovenie kyseliny 4-hydroxybenzénsulfonove;j,

8. Dokaz oxidacnych c¢inidiel a stanovenie peroxidu vodika vo vyrobkoch vlasovej kozmetiky,
9. Dokaz a semikvantitativne stanovenie urcitych oxidaénych farbiv vo farbach na vlasy,
10. Dokaz a stanovenie dusitanov,

11. Dokaz a stanovenie volného formaldehydu,

12. Stanovenie rezorcinolu v Sampoénoch a vlasovych lotionoch,

13. Stanovenie metanolu v pomere k etanolu alebo propan-2-olu,

14. Stanovenie dichlérmetanu a 1,1, 1-trichléretanu,

15. Dokaz a stanovenie chinolin-8-olu a bis(8-hydroxychinolinium)-sulfatu,

16. Stanovenie amoniaku,

17. Dokaz a stanovenie nitrometanu,

18. Dokaz a stanovenie kyseliny merkaptooctovej vo vyrobkoch na ondulaciu vlasov, na
narovnavanie vlasov a na depilaciu,

19. Dokaz a stanovenie hexachlorofénu (INN),

20. Stanovenie tosylchléoramidu sodného (INN),

21. Stanovenie celkového obsahu fluéru v zubnych pastach,

22. Dékaz a stanovenie organoortutnatych zlicenin,

23. Stanovenie sulfidov alkalickych kovov a kovov alkalickych zemin,
24. Dokaz a stanovenie (2,3-dihydroxypropyl)-4-aminobenzoatu,

25. Stanovenie chlérbutanolu (INN),

26. Dokaz a stanovenie chininu,

27. Dokaz a stanovenie anorganickych siricitanov a hydrogensiricitanov,
28. Dokaz a stanovenie chlorecnanov alkalickych kovov,

29. Dokaz a stanovenie jodicnanu sodného,

30. Dokaz a stanovenie dusi¢nanu strieborného,

31. Dokaz a stanovenie sulfidu selenicitého v Sampoénoch proti lupinam,

32. Stanovenie rozpustného baria a rozpustného stroncia v pigmentoch vo forme soli alebo
komplexov,

33. Dokaz a stanovenie benzylalkoholu,
34. Dokaz zirkonia a stanovenie zirkonia, hlinika a chléru v neaerosolovych antiperspirantoch,
35. Dokaz a stanovenie hexamidinu, dibromhexamidinu, dibrompropamidinu a chlérhexidinu,

36. Dokaz a stanovenie kyseliny benzoovej, Kkyseliny 4-hydroxybenzoovej, Kkyseliny sorbovej,
kyseliny salicylovej a kyseliny propiénovej,
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37. Dokaz a stanovenie hydrochinonu, monometyléteru hydrochinénu, monoetyléteru
hydrochinénu a monobenzyléteru hydrochinénu,

38. Dokaz a stanovenie 2-fenoxyetanolu, 1-fenoxypropan-2-olu, metyl-, etyl-, propyl-, butyl- a
benzyl- 4-hydroxybenzoatu.
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Priloha ¢. 2
k nariadeniu vlady ¢. 348/2004 Z. z.

PODROBNOSTI O ANALYTICKYCH METODACH NA KONTROLU ZLOZENIA KOZMETICKYCH
VYROBKOV

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

1. ROZSAH A OBLAST POUZITIA
Ustanovuje postup na odber vzoriek kozmetickych vyrobkov na tucel ich analyzy v réoznych
laboratoriach.

2. DEFINICIE

2.1. Zakladna vzorka - jednotkové mnozstvo odobraté z vyrobnej davky, urcené na predaj.

2.2. Celkova vzorka — suhrn vsetkych zakladnych vzoriek odobratych z jednej vyrobnej davky.
2.3. Laboratérna vzorka — reprezentativna cast celkovej vzorky urcena na analyzu v laboratoériach.
2.4. Skusobna vzorka — reprezentativna cast laboratérnej vzorky potrebna na jednu analyzu.

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

3. POSTUP ODBERU VZORIEK

3.1. Vzorky kozmetickych vyrobkov sa odoberaju v ich pévodnych spotrebitelskych obaloch a do
laboratorii sa dopravuju v neporusenom stave.

3.2. Ak sa kozmetické vyrobky uvadzaju do obehu vo velkospotrebitelskom baleni alebo v inom
obale, ako je povodné balenie od vyrobcu, vzorka sa odoberie vhodne zvolenym vzorkovacom po
predchadzajucom premieSani obsahu v obale. Ak obsah nemozZno premiesat, vzorka sa odoberie
vrstvenym (stratifikovanym) odberom.

3.3. Pocet zakladnych vzoriek potrebnych na pripravu laboratérnej vzorky zavisi od analytickej
metody a od poctu analyz, ktoré je potrebné vykonat.

4. IDENTIFIKACIA VZORKY

4.1. Vzorky sa pri odbere zapecatia a oznacia Stitkom pripevnenym tak, aby obal nebolo mozné
otvorit, stitok vymenit alebo odstranit bez poruSenia pecate. Ak nemozno Stitok pripevnit na obal,
¢islo protokolu o odbere vzorky sa vyznaci na obal.

4.2. Kazda odobrata zakladna vzorka musi byt oznacena tymito tidajmi:
4.2.1. Nazov kozmetického vyrobku

4.2.2. Datum, cas a miesto odberu vzorky

4.2.3. Meno a priezvisko osoby, ktora odobrala vzorku

4.2.4. Nazov organu dozoru

4.3. Protokol o odbere vzorky musi obsahovat

4.3.1. Nazov a Specifikaciu vyrobku alebo suroviny

4.3.2. Nazov a adresu vyrobcu, spracovatela, dovozcu, distribuitora alebo predavajuceho
4.3.3. Udaj o velkosti vzorkovanej davKy, jej objem alebo hmotnost
4.3.4. Oznacenie vyrobnej davky

4.3.5. Datum minimalnej trvanlivosti

4.3.6. Miesto, datum a cas odberu vzorky

4.3.7. Sposob odberu vzorky, udaje o postupe odberu vzorky s dorazom na odchylky od
predpisaného Standardného alebo dohodnutého postupu

4.3.8. Pocet, objem alebo hmotnost odobratych vzoriek na laboratérne skusanie
4.3.9. Meno, priezvisko a podpis osoby, ktora odobrala vzorku

4.3.10. Miesto dorucenia vzorky, ak je to potrebné.
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5. USKLADNENIE VZORIEK

5.1. Zakladné vzorky sa musia uskladnit v sulade s pokynmi vyrobcu uvedenymi na etikete, ak st
tam uvedené.

5.2. Ak nie su urcené iné podmienky, laboratérne vzorky sa uskladnia v tme pri teplote od 10 do
25 °C.

5.3. Zakladné vzorky nesmu byt otvorené pred zaciatkom analyzy.
2. LABORATORNA PRIPRAVA SKUSOBNYCH VZORIEK
1. VSEOBECNE

1.1. Ak je to mozné, analyzuje sa kazda zakladna vzorka. Ak je zakladna vzorka priliS mala,
pouzije sa minimalny pocet zakladnych vzoriek. Pred odobratim skuiSobnej vzorky sa zakladné
vzorky najskor spolu dokladne zmiesaju.

1.2. Obal sa otvori v atmosfére inertného plynu, ak je to tak urCené v analytickej metéde a ¢o
najrychlejSie sa odoberie pozadovany pocet skusSobnych vzoriek. Analyza sa vykona v c¢o
najkratsom case. Ak sa vzorka dalej uchovava, obal sa znova zapecati v atmosfére inertného plynu.

1.3. Kozmetické vyrobky moézu byt vyrobené v kvapalnom, tuhom alebo polotuhom stave. Ak st
poévodne homogénne vyrobky oddelené vo viacerych fazach, pred odberom skusSobnej vzorky sa
znova zhomogenizuju.

1.4. Ak je kozmeticky vyrobok predavany osobitnym spoésobom, v dosledku ¢oho sa nemoze
postupovat v sulade s touto skusSobnou metédou a ak neboli prijaté Ziadne ustanovenia o
prislusnych vhodnych skusSobnych metoédach, méze byt pouzity vlastny postup za predpokladu, ze
bude sformulovany do pisomnej podoby ako sucast protokolu o skuiske.

2. KVAPALINY

2.1. Mozu sa vyskytovat ako olejové, alkoholové a vodné roztoky, toaletné vody, lotiony alebo
mlieka a mézu byt balené vo flastickach, flasiach, ampuliach alebo tubach.

2.2. Odber skusobnej vzorky

2.2.1. Obal sa pred otvorenim intenzivne pretrepe.

2.2.2. Obal sa otvori.

2.2.3. Na vizualne posuidenie vzorky sa odleje niekolko mililitrov kvapaliny do skumavky.
2.2.4. Odoberu sa pozadované skuisSobné vzorky.

2.2.5. Obal sa znova dokladne uzavrie.

3. POLOTUHE LATKY

3.1. M6zu sa vyskytovat ako pasty, krémy, tuhé emulzie a gély a moézu byt balené v tubach,
flasiach alebo téglikoch.

3.2. Odber skusobnej vzorky

3.2.1. Z obalov s tizkym hrdlom sa vytlaci aspon jeden centimeter vyrobku a az potom sa vytlaci
skuiSobna vzorka a obal sa ihned znova uzavrie.

3.2.2. Z obalov so Sirokym hrdlom sa zlahka rovnomerne odstrani povrchova vrstva vyrobku a po
odbere skuiSobnej vzorky sa obal ihned uzavrie.

4. TUHE LATKY

4.1. Mozu sa vyskytovat ako sypké a kompaktné pudre, ty¢inky a moézu byt balené v réznych
obaloch.

4.2. Odber skusobnej vzorky

4.2.1. Obal sypkého pudru sa pred otvorenim intenzivne pretrepe a nasledne sa odoberie
skusSobna vzorka.

4.2.2. Z kompaktného pudru alebo z tycinky sa rovnomernym zoskrabanim odstrani povrchova
vrstva a spod nej sa odoberie skuSobna vzorka.

5. VYROBKY V OBALOCH POD TLAKOM
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5.1. Vyrobkami v obaloch pod tlakom st aerosolové rozprasovace podla osobitného predpisu.!)

5.2. Odber skusobnej vzorky
(Podla smernice Komisie 80/1335/EHS z 22. decembra 1980)

1. VSEOBECNE

1.1. Ak je to mozné, analyzuje sa kazda zakladna vzorka. Ak je zakladna vzorka priliS mala,
pouzije sa minimalny pocet zakladnych vzoriek. Pred odobratim skusSobnej vzorky sa zakladné
vzorky najskor spolu dokladne zmiesaju.

1.2. Obal sa otvori v atmosfére inertného plynu, ak je to tak urcéené v analytickej metode a ¢o
najrychlejsie sa odoberie pozadovany pocet skusobnych vzoriek. Analyza sa vykona v co
najkratSom case. Ak sa vzorka dalej uchovava, obal sa znova zapecati v atmosfére inertného plynu.

1.3. Kozmetické vyrobky moézu byt vyrobené v kvapalnom, tuhom alebo polotuhom stave. Ak su
poévodne homogénne vyrobky oddelené vo viacerych fazach, pred odberom skuSobnej vzorky sa
znova zhomogenizuju.

1.4. Ak je kozmeticky vyrobok predavany osobitnym sposobom, v doésledku coho sa nemoze
postupovat v sulade s touto skuSobnou metédou a ak neboli prijaté Ziadne ustanovenia o
prislusnych vhodnych skuSobnych metédach, moéze byt pouzity vlastny postup za predpokladu, ze
bude sformulovany do pisomnej podoby ako sucast protokolu o skuiske.

2. KVAPALINY

2.1. Mozu sa vyskytovat ako olejové, alkoholové a vodné roztoky, toaletné vody, lotiony alebo
mlieka a mézu byt balené vo flastickach, flasiach, ampuliach alebo tubach.

2.2. Odber skusobnej vzorky

2.2.1. Obal sa pred otvorenim intenzivne pretrepe.

2.2.2. Obal sa otvori.

2.2.3. Na vizualne posudenie vzorky sa odleje niekolko mililitrov kvapaliny do skiimavky.
2.2.4. Odoberu sa pozadované skusobné vzorky.

2.2.5. Obal sa znova dokladne uzavrie.

3. POLOTUHE LATKY

3.1. Mo6zu sa vyskytovat ako pasty, krémy, tuhé emulzie a gély a moézu byt balené v tubach,
flasiach alebo téglikoch.

3.2. Odber skuisobnej vzorky

3.2.1. Z obalov s tizkym hrdlom sa vytlaci aspon jeden centimeter vyrobku a az potom sa vytlaci
skusobna vzorka a obal sa ihned znova uzavrie.

3.2.2. Z obalov so Sirokym hrdlom sa zlahka rovnomerne odstrani povrchova vrstva vyrobku a po
odbere skusobnej vzorky sa obal ihned uzavrie.

4. TUHE LATKY

4.1. Mozu sa vyskytovat ako sypké a kompaktné pudre, ty¢inky a mozu byt balené v roznych
obaloch.

4.2. Odber skusobnej vzorky

4.2.1. Obal sypkého pudru sa pred otvorenim intenzivne pretrepe a nasledne sa odoberie
skusobna vzorka.

4.2.2. Z kompaktného pudru alebo z tyCinky sa rovnomernym zoskrabanim odstrani povrchova
vrstva a spod nej sa odoberie skusobna vzorka.

5. VYROBKY V OBALOCH POD TLAKOM
5.1. Vyrobkami v obaloch pod tlakom st aerosolové rozprasovace podla osobitného predpisu.!)
5.2. Odber skusobnej vzorky

Po intenzivhom pretrepani sa reprezentativne mnozZstvo obsahu aerosélového rozprasovaca
prenesie pomocou vhodnej spojovacej sucéiastky (obrazok ¢. 1; v Specifickych pripadoch moéze
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analytickd metdéda vyzadovat pouzitie inych spojovacich suciastok) do plastom potiahnutej
sklenenej flase (obrazok ¢. 4), vybavenej aeros6lovym ventilom bez ponornej trubice. Po¢as prenosu
sa flasa drzi ventilom smerom nadol. Takyto sposob prenosu zabezpeci, aby bol obsah jasne
viditelny a zodpovedajuci jednému zo Styroch nasledujucich pripadov:

5.2.1. Aerosolovy vyrobok vo forme homogénneho roztoku vhodného priamo na analyzu.

5.2.2. Aerosoélovy vyrobok pozostavajuci z dvoch kvapalnych faz. Po oddeleni spodnej fazy do
druhej flase na prenasanie vzoriek moze byt analyzovana kazda faza osobitne. V tomto pripade sa
prva flasa na prenasSanie vzoriek drzi ventilom smerom nadol. Vtedy je zvyCajne spodna vrstva
vodna a neobsahuje hnaci plyn (napr. pri sustave butan/voda).

5.2.3. Aerosolovy vyrobok obsahujuci prasok v suspenzii. Kvapalna faza sa analyzuje po
odstraneni prasku.

5.2.4. Vyrobok v podobe peny alebo krému. Najprv sa do flase na prenaSanie vzoriek presne navazi
5 az 10 g 2-metoxyetanolu. Tato latka potlaca tvorbu peny pocas odplynovania, na zaklade ¢oho je
mozné odstranit hnaci plyn bez straty kvapalnej zlozky.

5.3. Prislusenstvo

Spojka je spojovacia suciastka (obrazok ¢. 1) vyrobena z duralu alebo z mosadze, skonsStruovana
tak, aby prostrednictvom polyetylénového adaptéra vyhovovala rozdielnym systémom ventilov.
Podla uvedeného prikladu mézu byt pouzité aj iné typy spojovacich suciastok (obrazky ¢. 2 a 3).

Vzorkovnica je flaSa na prenasSanie vzoriek (obrazok ¢. 4) vyrobena z bieleho skla, z vonkajsej
strany potiahnuta ochrannou vrstvou priehladného plastu, s objemom 50 ml az 100 ml, vybavena
aerosolovym ventilom bez ponornej trubice.

5.4. Postup

Z flaSe na prenasanie vzoriek sa vytla¢i vzduch. Na tento ticel sa do flase cez spojovaciu suciastku
zavedie asi 10 ml difluérdichlérmetanu alebo butanu (v zavislosti od toho, aky aerosoélovy vyrobok
sa bude analyzovaf). Dalej sa vykona odplynenie az do odstranenia kvapalnej fazy, pricom
vzorkovnica sa drzi ventilom ¢o najvyssie. Spojovacia suciastka sa odpoji. Flasa na prenasanie
vzoriek sa odvazi (a v gramoch). Aerosé6lovy rozprasovac, z ktorého sa bude odoberat vzorka, sa
intenzivne pretrepe. Na ventil obalu aerosélovej vzorky (ventilom smerom nahor) sa pripoji
spojovacia suciastka, na ktoru sa nasadi flasa na prenasanie vzoriek (hrdlom smerom nadol) a
stlaci sa. FlaSa na prenasSanie vzoriek sa naplni pribliZzne do dvoch tretin. Ak sa v doésledku
vyrovnania tlaku precerpavanie predéasne prerusi, obnovi sa ochladenim flase na prenasanie
vzoriek. Spojovacia suciastka sa odpoji, naplnena flasa sa odvazi (b v gramoch) a uréi sa hmotnost
prenesenej aerosolovej vzorky m, (m, = b - a).

Takto ziskana vzorka moze byt pouzita
—na beznu chemicku analyzu,
—na analyzu prchavych zlozZiek plynovou chromatografiou.

5.4.1. Chemicka analyza

Flasa na prenasanie vzoriek sa pridrzi ventilom smerom nahor. Odplyni sa. Ak odplynovacia
operacia spdsobi penenie, pouzZije sa flaSa na prenaSanie vzoriek, do ktorej sa injekénou
striekackou cez spojovaciu suciastku vopred prenieslo 5 g az 10 g 2-metoxyetanolu. Dokon¢i sa
odstranenie prchavych sucasti bez strat, pretrepavanim vo vodnom kupeli udrziavanom pri 40 °C.
Spojovacia suciastka sa odpoji a flaSa na prenasSanie vzoriek sa znova odvazi (c v gramoch), aby sa
urcila hmotnost zvysku m, (m, = ¢ — a), pricom pri vypocte hmotnosti zvySku sa od¢ita hmotnost

pouzitého 2-metoxyetanolu. Flasa na prenasanie vzoriek sa otvori odstranenim ventilu. Cely
zvySok sa rozpusti v znamom mnozstve vhodného rozpustadla a s alikvotnou c¢astou sa uskutocni
pozadované stanovenie.

Vzorce na vypocet:
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kde

m, je hmotnost aerosolu preneseného do flase na prenasanie vzoriek,

m,, je hmotnost zvySku po zahriati na 40 °C,

r je percentualny podiel danej zlozKy v m,, (stanoveny podla prislusnej metody),

R je percentualny podiel danej zlozky v aerosole (v takej podobe, ako bol prijaty),

Q je celkova hmotnost danej zloZky v aeros6lovom rozprasovaci,

P je ¢ista hmotnost povodného aerosélového rozprasovaca (zakladna vzorka).

5.4.2. Analyza prchavych zlozZiek plynovou chromatografiou

5.4.2.1. Princip

Pomocou striekac¢ky na plynoviu chromatografiu sa z flase na prenasanie vzoriek odoberie potrebné
mnozstvo vzorky. Potom sa obsah striekacky nastrekne do plynového chromatografu.

5.4.2.2. PrisluSenstvo

Injekéna striekacka na plynova chromatografiu, série A2 na ,presné davkovanie vzoriek“, s
objemom 25 ml alebo 50 ml (obrazok ¢. 5) alebo ekvivalent. Tato striekacka je na ihlovom konci
vybavena posuvnym ventilom. Striekacka sa pripaja k vzorkovnici pomocou spojovacej suciastky
na flasi a polyetylénovej hadic¢ky (dizka 8 mm, vnitorny priemer 2,5 mm) na striekacke.

5.4.2.3. Postup

Po odobrati prislusného mnozstva aerosélového vyrobku do flaSe sa podla 5.4.2.2 pripoji k
precerpavacej flasi kuzelovy koniec striekacky. Ventil sa otvori a naberie sa potrebné mnozZstvo
kvapaliny. Niekolkonasobnym postivanim piestu sa odstrania bublinky plynu (ak je to potrebné a
striekacka sa ochladi). Ked striekacka obsahuje potrebné mnozstvo kvapaliny bez bubliniek, ventil
sa uzavrie a striekacka sa odpoji od flaSe na prenasanie vzoriek. Nasadi sa ihla, striekacka sa
vsunie do davkovacieho ventilu plynového chromatografu, ventil sa otvori a vzorka sa nastrekne.
5.4.2.4. Vnutorny Standard - ak sa vyZaduje vnutorny Standard, zavedie sa do flaSe na prenaSanie
vzoriek (obycajnou sklenenou striekackou s pouzitim spojovacej suciastky).

Obrazok ¢. 1: Spojka P1
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Obrazok ¢. 2: Spojka M, na prenos medzi vnutornym a vonkajsim ventilom
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Obrazok ¢. 3: Spojka M, na prenos medzi vnutornymi ventilmi
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Obrazok €. 4: Vzorkovnica s objemom 50 az 100 ml
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Obrazok ¢. 5: Tlakova injekcéna striekacka na plyn
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3. DOKAZ A STANOVENIE VOLNEHO HYDROXIDU SODNEHO A HYDROXIDU DRASELNEHO
(Podla smernice Komisie 80/1335/EHS z 22. decembra 1980)

1. ROZSAH A OBLAST POUZITIA

Tato metéda urcuje postup na dokaz volného hydroxidu sodného a/alebo hydroxidu draselného v
kozmetickych vyrobkoch, ktoré ho obsahuju vo vyznamnom mnozstve, a na stanovenie volného
hydroxidu sodného a/alebo draselného vo vyrobkoch na narovnavanie vlasov a vo vyrobkoch na
odstranovanie prinechtovej koze.

2. DEFINICIA

Obsah voIného hydroxidu sodného a hydroxidu draselného je definovany objemom Standardnej
kyseliny potrebnej na neutralizaciu vyrobku, za urcenych podmienok. Vysledné mnozstvo sa
vyjadri ako hmotnostné percento volného hydroxidu sodného.

3. PRINCIP

Vzorka sa rozpusti alebo rozdisperguje vo vode a titruje sa Standardnou kyselinou. Stucasne s
pridavanim kyseliny sa zaznamenava hodnota pH. Pre jednoduchy roztok hydroxidu sodného
alebo draselného je koncovy bod titracie jednozna¢ne bodom maximalnej zmeny zaznamenavanej
hodnoty pH.

Jednoducha titracna krivka moze byt skreslena pritomnostou

a) amoniaku alebo inych slabych organickych zasad, ktoré maju samy osebe pomerne plochu
titra¢nu krivku. Amoniak sa odstrani odparenim za zniZeného tlaku pri laboratérnej teplote,

b) soli slabych kyselin, ktoré moézu sposobit, Ze titracna krivka ma niekolko inflexnych bodov. V
takychto pripadoch zodpoveda neutralizacii hydroxidového anionu, pochadzajuceho z volného
hydroxidu sodného alebo draselného, len prva cast krivky az do prvého inflexného bodu.
Alternativny postup pre titraciu v alkohole je uvedeny pre pripad, ked je pozorovana nadmerna
interferencia solami slabych anorganickych kyselin. Existuje teoreticka mozZnost, Ze by mohli byt
pritomné iné rozpustné silné zasady, napr. hydroxid litny alebo hydroxidy kvartérnych améniovych
soli, ktoré by mohli spdsobit vysoké pH. Pritomnost takychto typov zasad v kozmetickych
vyrobkoch je velmi nepravdepodobna.

4. DOKAZ

4.1. Cinidla

4.1.1. Standardny alkalicky tlmivy roztok, pH 9,18 pri 25 °C - 0,05 M roztok dekahydratu
tetraboritanu sodného

4.2. Pristroje a pomocky

4.2.1. Bezné laboratérne sklo

4.2.2. pH-meter
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4.2.3. Sklenena membranova elektroda

4.2.4. Standardna kalomelova referenc¢na elektroda

4.3. Postup

pH-meter s elektrodami sa kalibruje s pouzitim Standardného tlmivého roztoku. Pripravi sa 10 %
roztok vo vode alebo vodna disperzia vyrobku, uréeného na analyzu a prefiltruje sa. Odmeria sa
pH. Ak je pH 12 alebo viac, musi sa uskutocnit kvantitativne stanovenie.

5. STANOVENIE

5.1. Titracia vo vodnom prostredi

5.1.1. Cinidlo

5.1.1.1. Standardna 0,1 N kyselina chlorovodikova

5.1.2. Pristroje a pomocky

5.1.2.1. Bezné laboratorne sklo

5.1.2.2. pH-meter, pokial mozno so zapisovacom

5.1.2.3. Sklenena membranova elektroda

5.1.2.4. Standardna kalomelova referenc¢na elektroda

5.1.3. Postup

Do 150 ml kadicky sa presne navazi skusSobna vzorka v rozmedzi 0,5 az 1 g. Ak je pritomny
amoniak, prida sa niekolko varnych kamienkov, kadicka sa umiestni do vakuového exsikatora,
evakuuje sa pomocou vodnej vyvevy dovtedy, kym nie je detekovatelny zapach amoniaku (asi 3
hodiny). Prida sa 100 ml vody, odparok sa rozpusti alebo rozdisperguje a titruje 0,1 N roztokom
kyseliny chlorovodikovej (5.1.1.1.) pri si¢asnom zaznamenavani zmeny hodnoty pH (5.1.2.2.).
5.1.4. Vypocet

Na titra¢nych krivkach sa uréia inflexné body. Ak sa prvy z inflexnych bodov nachadza pri pH
nizSom ako 7, vzorka neobsahuje hydroxid sodny alebo draselny. Ak st na krivke dva alebo viac
inflexnych bodov, iba prvy z nich je relevantny. ZapiSe sa spotreba titraéného ¢inidla po prvy
inflexny bod,

kde

V je objem titracného cinidla v ml,

M je hmotnost skuSobnej vzorky v g.

Obsah hydroxidu sodného a/alebo draselného vo vzorke vyjadreny v hmotnostnych percentach
hydroxidu sodného sa vypocita podla vzorca

% hydroxidu sodného = 0,4 M

Moze nastat situacia, ked napriek naznaku pritomnosti urcitého mnozstva hydroxidu sodného
a/alebo draselného titraéna krivka neposkytuje jednoznac¢ny inflexny bod. V takom pripade sa
stanovenie zopakuje v izopropylalkohole.

5.2. Titracia v izopropylalkohole

5.2.1. Cinidla

5.2.1.1. Izopropylalkohol (propan-2-ol)

5.2.1.2. Standardny 1 N vodny roztok Kyseliny chlorovodikovej

5.2.1.3. 0,1 N roztok kyseliny chlorovodikovej v izopropylalkohole pripraveny tesne pred pouzitim
zriedenim 1 N vodného roztoku kyseliny chlorovodikovej s izopropylalkoholom.

5.2.2. Pristroje a pomocky

5.2.2.1. Bezné laboratorne sklo

5.2.2.2. pH-meter, pokial mozno so zapisovacom

5.2.2.3. Sklenena membranova elektroda

5.2.2.4. Standardna kalomelova referencna elektroda

5.2.3. Postup

Do 150 ml kadicky sa presne navazi skusobna vzorka v rozsahu 0,5 az 1 g. Ak je pritomny
amoniak, prida sa niekolko varnych kamienkov, kadicka sa umiestni do vakuového exsikatora,
evakuuje sa pomocou vodnej vyvevy dovtedy, kym zapach amoniaku nie je detekovatelny (asi 3
hodiny). Prida sa 100 ml izopropylalkoholu, odparok sa rozpusti alebo rozdisperguje a titruje sa
0,1 N kyselinou chlorovodikovou v izopropylalkohole (5.2.1.3.) pri sucasnom zaznamenavani
zmeny pH (5.1.2.2.).
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5.2.4. Vypocet

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

5.3. Opakovatelnost?)

Pri obsahu asi 5 % (hmot.) hydroxidu sodného alebo draselného vyjadreného ako hydroxid sodny
nesmie rozdiel medzi vysledkami dvoch paralelne uskutocnenych stanoveni na tej istej vzorke
presiahnut v absolutnej hodnote 0,25 %.

4. DOKAZ A STANOVENIE KYSELINY STAVELOVEJ A JEJ ALKALICKYCH SOLI VO VYROBKOCH
NA STAROSTLIVOST O VLASY

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

1. ROZSAH A OBLAST POUZITIA

alej opisana metoda je vhodna na stanovenie a dokaz kyseliny Stavelovej a jej alkalickych soli vo
vyrobkoch uréenych na starostlivost o vlasy. Méze byt pouzitd pri bezfarebnych
vodnych/alkoholickych roztokoch a lotionoch, ktoré obsahuju priblizne 5 % kyseliny Stavelovej
alebo ekvivalentné mnozstvo alkalickych stavelanov.

2. DEFINICIA

Obsah kyseliny Stavelovej a/alebo jej alkalickych soli stanoveny touto metédou sa vyjadri ako
hmotnostné percento volnej kyseliny Stavelovej vo vzorke.

3. PRINCIP

Po odstraneni vsetkych pritomnych aniéonovych povrchovo aktivinych latok hydrochloridom
p-toluidinu sa kyselina Stavelova a/alebo Stavelany vyzrazaju ako Stavelan vapenaty, potom sa
roztok prefiltruje. Zrazenina sa rozpusti v kyseline sirovej a titruje sa manganistanom draselnym.
4. CINIDLA

Vsetky ¢inidla musia byt analyticky cisté.

4.1. 5 % (hmot.) roztok octanu amoénneho

4.2. 10 % (hmot.) roztok chloridu vapenatého

4.3. 95 % (obj.) etanol

4.4. Chlorid uhlicity

4.5. Dietyléter

4.6. 6,8 % (hmot.) roztok dihydrochloridu p-toluidinu

4.7. 0,1 N roztok manganistanu draselného

4.8. 20 % (hmot.) kyselina sirova

4.9. 10 % (hmot.) kyselina chlorovodikova

4.10. Trihydrat octanu sodného

4.11. Ladova kyselina octova

4.12. Kyselina sirova (1:1)

4.13. Nasyteny roztok hydroxidu barnatého

5. PRISTROJE A POMOCKY

5.1. Oddelovacie lieviky, 500 ml

5.2. Kadicky, 50 ml a 600 ml

5.3. Sklenené filtracné tégliky, G-4

5.4. Odmerné valce, 25 ml a 100 ml

5.5. Pipety, 10 ml

5.6. Odsavacie banky, 500 ml

5.7. Vodna vyveva

5.8. Teplomer, deleny od O do 100 °C

5.9. Magnetické mieSadlo s vyhrievacim telesom

5.10. Magnetické miesSadielka potiahnuté tefléonom

5.11. Byreta, 25 ml

5.12. Kuzelovité banky, 250 ml

6. POSTUP

6.1. Do 50 ml kadicky sa navazi priblizne 6 az 7 g vzorky, pH sa upravi zriedenou kyselinou
chlorovodikovou (4.9.) na 3 a splachne sa 100 ml destilovanej vody do oddelovacieho lievika. Jeden
po druhom sa prida 25 ml etanolu (4.3.), 25 ml roztoku dihydrochloridu p-toluidinu (4.6.) a 25 az
30 ml chloridu uhlic¢itého (4.4.) a zmes sa intenzivne pretrepe.

6.2. Po oddeleni faz sa odpusti dolna organicka faza, extrakcia sa zopakuje s pouzitim ¢inidiel
uvedenych v 6.1. a organicka faza sa znova odpusti.

6.3. Vodny roztok sa zmyje do 600 ml kadicky a stale pritomny zvySok chloridu uhlicitého sa
odstrani prevarenim roztoku.
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6.4. Prida sa 50 ml roztoku octanu amoénneho (4.1.), roztok sa zahreje do varu (5.9.) a za miesania
sa do roztoku vo vare prida 10 ml hortceho roztoku chloridu vapenatého (4.2.). Zrazenina sa
necha usadit.

6.5. Pridanim niekolkych kvapiek roztoku chloridu vapenatého (4.2.) sa overi, €i je vyzrazanie
uplné, necha sa ochladif na laboratérnu teplotu a potom sa za mieSania (5.10.) prida 200 ml
etanolu (4.3.) a necha sa stat 30 minnut.

6.6. Prefiltruje sa cez skleneny filtra¢ny téglik (5.3.), zrazenina sa prenesie malym mnoZstvom
horucej vody (50 az 60 °C) na filter téglika a premyje sa studenou vodou.

6.7. Zrazenina sa patkrat premyje malym mnoZstvom etanolu (4.3.), potom patkrat malym
mnozstvom dietyléteru (4.5.), rozpusti v 50 ml hortcej kyseliny sirovej (4.8.) presatim kyseliny cez
filter téglika za zniZeného tlaku.

6.8. Roztok sa kvantitativhe prenesie do kuzelovitej banky (5.11.) a titruje sa roztokom
manganistanu draselného (4.7.), kym sa nesfarbi na bledoruzovo.

7. VYPOCET

Obsah vzorky vyjadreny ako hmotnostné percenta kyseliny Stavelovej sa vypocita podla vzorca

Ax4,50179%x100
Ex1000

% kyseliny Stavelovej =

kde

A je spotreba 0,1 N roztoku manganistanu draselného (6.8.),

E je mnozstvo skusSobnej vzorky v gramoch (6.1.),

4,50179 je prepocitavaci faktor pre kyselinu Stavelovu.

8. OPAKOVATELNOST?)

Pri obsahu asi 5 % kyseliny stavelovej nesmie rozdiel medzi vysledkami dvoch paralelne
uskutocnenych stanoveni na tej istej vzorke presiahnut v absolitnej hodnote 0,15 %.

9. DOKAZ

9.1. Princip

Kyselina stavelova a/alebo Stavelany sa vyzrazaju ako Stavelan vapenaty a rozpusti sa v kyseline
sirovej. Do roztoku sa pridda malé mnoZstvo manganistanu draselného, ktory sa odfarbuje a
sposobuje vznik oxidu uhli¢itého. Ked sa vznikajuci oxid uhli¢ity prepusta cez roztok hydroxidu
barnatého, vznika biela zrazenina (mliecny zakal) uhlicitanu barnatého.

9.2. Postup

9.2.1. SkusSobna vzorka urcena na analyzu sa spracuje podla 6.1. az 6.3. Tym sa odstrania
akékolvek pritomné detergenty.

9.2.2. K priblizne 10 ml roztoku ziskaného podla 9.2.1. sa prida za Spicku Spachtle octanu
sodného (4.10.) a roztok sa okysli niekolkymi kvapkami ladovej kyseliny otcovej (4.11.).

9.2.3. Prida sa 10 % roztok chloridu vapenatého (4.2.) a prefiltruje sa. Stavelan vapenaty sa
rozpusti v 2 ml kyseliny sirovej (1:1) (4.12.).

9.2.4. Roztok sa prenesie do skumavky a po kvapkach sa prida asi 0,5 ml 0,1 M roztoku
manganistanu draselného (4.7.). Ak su pritomné Stavelany, roztok sa odfarbuje najskér pomaly a
potom rychlo.

9.2.5. Thned po pridani manganistanu draselného sa skiimavka uzavrie vhodnou zatkou so
sklenenou trubickou, obsah sa mierne zahreje a vznikajuci oxid uhliCity sa zachyti do nasyteného
roztoku hydroxidu barnatého (4.13.). Objavenie sa mliecneho zakalu uhli¢itanu barnatého do 3 az
5 minut je dokazom pritomnosti kyseliny stavelove;j.

5. STANOVENIE CHLOROFORMU V ZUBNYCH PASTACH

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

1. ROZSAH A OBLAST POUZITIA

Tato metdéda sa pouziva na stanovenie chloroformu v zubnych pastach plynovou chromatografiou.
Tato metoda je vhodna na stanovenie chloroformu s uroviiami obsahu 5 % a mene;j.

2. DEFINICIA

Obsah chloroformu stanoveny touto metédou sa vyjadri v hmotnostnych percentach vyrobku.

3. PRINCIP

Zubna pasta sa suspenduje v zmesi dimetylformamid/metanol, do ktorej sa prida zname mnozstvo
acetonitrilu ako vnutorného standardu. Po odstredeni na centrifuge sa ¢ast kvapalnej fazy podrobi
plynovej chromatografii a vypocita sa obsah chloroformu.
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4. CINIDLA

Vsetky ¢inidla musia byt analyticky cisté.

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

4.2. Acetonitril

4.3. Chloroform

4.4. Dimetylformamid

4.5. Metanol

4.6. Roztok vnutorného standardu

Do 50 ml odmernej banky sa napipetuje 5 ml dimetylformamidu (4.4.) a prida sa asi 300 mg (M v
miligramoch) acetonitrilu. Doplni sa po znac¢ku dimetylformamidom a premiesa sa.

4.7. Roztok na stanovenie relativneho odozvového faktora

Do 10 ml odmernej banky sa napipetuje presne 5 ml roztoku vnutorného Standardu (4.6.) a prida
sa asi 300 mg (M, v miligramoch) chloroformu. Doplni sa po znacku dimetylformamidom a

premiesa sa.

5. PRISTROJE A POMOCKY

5.1. Analytické vahy

5.2. Plynovy chromatograf s plamenovo-ionizaénym detektorom

5.3. Mikrostriekacky, 5 az 10 ul, delené po 0,1 ul

5.4. Nedelené pipety, 1, 4 a 5 ml

5.5. Odmerné banky, 10 a 50 ml

5.6. Skumavky, 20 ml so skrutkovacimi uzavermi, Sovirel France ¢. 20 alebo ekvivalent.
Skrutkovaci uzaver ma vnutornu tesniacu platnicku pokrytu z jednej strany teflonom.
5.7. Centrifuiga

6. POSTUP

6.1. Vhodné podmienky na plynovi chromatografiu

6.1.1. Material kolony sklo

Dlzka 150 cm
Vnutorny priemer 4 mm
Vonkajsi priemer 6 mm
6.1.2. Koléna

Naplni sa pomocou vibratora Porapakom Q, Chromosorbom 101 alebo ekvivalentom, 80 az 100
mesh (4.1.), ktory sa upravi kyselinou.

6.1.3. Citlivost plamenovo-ionizacného detektora sa nastavi tak, aby po nastreknuti 3 ul roztoku
(4.7.) siahala vyska piku acetonitrilu asi do 3/4 maximalnej vychylky.

6.1.4. Plyny

Nosny plyn — dusik, prietokova rychlost 65 ml/min.

Pomocny plyn - vodik, vzduch alebo kyslik

Prietok plynov do detektora sa nastavi tak, ze prietok vzduchu alebo kyslika je 5 az 10-krat vacsi
ako prietok vodika.

6.1.5. Teplota

Davkovaci ventil 210 °C
Detektor 210 C
Kolénova pec 175 °C

6.1.6. Rychlost zapisovaca priblizne 100 cm za hodinu.

6.2. Priprava vzorky

Na analyzu sa pouzije neporusena uzatvorena tuba, odstrani sa jedna tretina obsahu, tuba sa
uzavrie, obsah sa starostlivo premieSa a potom sa odoberie skusobna vzorka.

6.3. Stanovenie

6.3.1. Do skumavky so skrutkovacim uzaverom (5.6.) sa s presnosfou na 10 mg navazi 6 az 7 g
(M, gramoch) zubnej pasty pripravenej podla (6.2.) a pridaju sa tri malé sklenené gulocky.

6.3.2. Do skumavky sa napipetuje presne 5 ml roztoku vnutorného standardu (4.6.), 4 ml
dimetylformamidu (4.4.) a 1 ml metanolu (4.5.). Skiimavka sa uzavrie a premiesa sa.

6.3.3. Pretrepava sa pol hodiny na mechanickej trepacke. Uzavreta skiumavka sa odstreduje 15
minut na centrifiige pri takej rychlosti, ktora spdsobi tiplnu separaciu faz.
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Poznamka: Niekedy sa moéze stat, Ze kvapalna faza aj po odstredeni na centrifige ostava stale
zakalena. Urcité zlepSenie sa dosiahne pridanim 1 aZz 2 g chloridu sodného do kvapalnej fazy a
novym odstredenim po usadeni.

6.3.4. Za podmienok podla 6.1. sa nastreknu 3 ul roztoku (6.3.3.). Tato operacia sa zopakuje. Za
opisanych podmienok mézu byt navodom tieto reten¢né casy:

metanol pribliZzne 1 minuta,
acetonitril priblizne 2,5 minuty,
chloroform priblizne 6 minnt,
dimetylformamid > 15 minut.

6.3.5. Stanovenie relativneho odozvového faktora

Na stanovenie tohto faktora sa nastreknu 3 ul roztoku (4.7.). Tato operacia sa zopakuje. Relativny
odozvovy faktor sa stanovuje denne.

7. VYPOCTY

7.1. Vypocet relativnej odozvy

7.1.1. Zmeria sa vySka a Sirka v polovi¢énej vyske pre piky acetonitrilu a chloroformu a vypocita sa
plocha oboch pikov podla vzorca vyska x Sirka v polovicnej vyske.

7.1.2. Stanovi sa plocha pikov acetonitrilu a chloroformu v chromatogramoch ziskanych v sulade s
castou (6.3.5.) a relativna odozva f_ sa vypocita podla vzorca

¢ _AXM, _Ax1/10M
T OMxA, AXM,

f, je relativiny odozvovy faktor pre chloroform,

A_ je plocha piku chloroformu (6.3.5.),

A, je plocha piku acetonitrilu (6.3.5.),

M, je mnozstvo chloroformu v mg na 10 ml roztoku podla 6.3.5. (M,),

M, je mnozstvo acetonitrilu v mg na 10 ml roztoku podla 6.3.5. (1/10M).

Z odc¢itanych hodnét sa vypocita priemerna hodnota.

7.2. Vypocet obsahu chloroformu

7.2.1. Postupom podla 7.1.1. sa vypocita plocha piku chloroformu a acetonitrilu z chromatogramu
ziskaného podla 6.3.4.

7.2.2. Obsah chloroformu v hmotnostnych percentach v zubnej paste sa vypocita podla vzorca

AXM, 100 06=— B:XM

% chloroformu = ,
f.'-i-xMHxxAi fthlxMoxloo

kde
A, je plocha piku chloroformu (6.3.4.),

A, je plocha piku acetonitrilu (6.3.4.),
M, je mnozstvo vzorky podla 6.3.1. v mg (1 000 M,),
M, je mnozstvo acetonitrilu v mg na 10 ml roztoku podla 6.3.2. (1/10 M).

Zo zistenych hladin arovne obsahu sa vypocita priemerna hodnota s presnostou na 0,1 %.

8. OPAKOVATELNOST?)

Pri obsahu asi 3 % chloroformu nesmie rozdiel medzi vysledkami dvoch paralelne uskutoénenych
stanoveni na tej istej vzorke presiahnut v absoliitnej hodnote 0,3 %.

6. STANOVENIE ZINKU
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(Podla smernice Komisie 80/1335/EHS 2z 22. decembra 1980 v zneni smernice Komisie
87/143/EHS)

1. ROZSAH A OBLAST POUZITIA

Tato metoda je vhodna na stanovenie zinku pritomného ako chlorid, siran alebo
4-hydroxybenzénsulfonat alebo ako zmes niekolkych tychto zinoénatych soli v kozmetickych
vyrobkoch.

2. DEFINICIA

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

3. PRINCIP

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

4. CINIDLA

Vsetky ¢inidla musia byt analyticky cisté.

4.1. 25 % (hmot.) koncentrovany roztok amoniaku,d®, = 0,91

4.2. Ladova kyselina octova

4.3. Octan amonny

4.4. 2-Metylchinolin-8-ol

4.5. 6 % (m/V) roztok amoniaku

240 g koncentrovaného amoniaku (4.1.) sa prenesie do 1 000 ml odmernej banky, doplni sa
destilovanou vodou po znacku a premiesa sa.

4.6. 0,2 M roztok octanu aménneho

15,4 g octanu amoénneho (4.3.) sa rozpusti v destilovanej vode, doplni sa v .1 000 ml odmernej
banke po znacku a premiesa sa.

4.7. Roztok 2-metylchinolin-8-olu

5 g 2-metylchinolin-8-olu sa rozpusti v 12 ml Tadovej kyseliny octovej a destilovanou vodou sa
prenesie do 100 ml odmernej banky. Doplni sa destilovanou vodou po znacku a premiesa sa.

5. PRISTROJE A POMOCKY

5.1. Odmerné banky, 100 a 1 000 ml

5.2. Kadic¢ky, 400 ml

5.3. Odmerné valce, 50 a 150 ml

5.4. Delené pipety, 10 ml

5.5. Sklenené filtracné tégliky, G-4

5.6. Vakuové banky, 500 ml

5.7. Vodna vyveva

5.8. Teplomer, deleny od O do 100 °C

5.9. Exsikator s vhodnym susidlom a indikatorom vlhkosti, napr. silikagél alebo ekvivalent

5.10. Susicka s regulaciou teploty na 150 * 2 °C

5.11. pH-meter

5.12. Vyhrievacia platna

6. POSTUP

6.1. Do 400 ml kadicky sa navazi 5 az 10 g (M v gramoch) vzorky urcenej na analyzu, obsahujucej
priblizne 50 az 100 mg zinku, prida sa 50 ml destilovanej vody a premiesa sa.

6.1.1 Zmes sa podla potreby prefiltruje pomocou vyvevy a filtrat sa zachyti.

6.1.2 Extrakcia sa opakuje s dalsimi 50 ml destilovanej vody, prefiltruje sa a filtraty sa zluéia.

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

6.3. Zmes sa zriedi 150 ml destilovanej vody, zahreje sa na teplotu 60 C (5.12.) a za staleho
miesSania sa prida 45 ml 0,2 M roztoku octanu aménneho (4.6.).

6.4. pH roztoku sa upravi za staleho miesania 6 % (hmot.) roztokom amoniaku (4.5.) na 5,7 az 5,9.
Na meranie pH roztoku sa pouzije pH meter.

6.5. Roztok sa necha stat 30 minut. Prefiltruje sa pomocou vodnej vyvevy cez G-4 filter téglika,
ktory sa vopred vysusi (150 °C) a po ochladeni odvazi (M, v gramoch). Zrazenina sa premyje 150 ml

95 °C destilovanej vody.

6.6. Téglik sa umiestni do susicky nastavenej na 150 °C a susi sa jednu hodinu.

6.7. Téglik sa vyberie zo suSicky, umiestni sa do exsikatora (5.9.) a po ochladeni na laboratérnu
teplotu sa urci jej hmotnost (M, v gramoch).

7. VYPOCTY
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Obsah zinku vo vzorke v hmotnostnych percentach sa vypocita podla vzorca
M,-M,)x17,12
% zinku = M1~Mo)X17.
70 Z1INKU = ’

kde
M je hmotnost vzorky (6.1.) v gramoch,
M, je hmotnost prazdneho a suchého téglika s filtrom (6.5.) v gramoch,

M, je hmotnost téglika s filtrom a zrazeninou (6.7.) v gramoch.

8. OPAKOVATELNOST?)

Pri obsahu asi 1 % (hmot.) zinku nesmie rozdiel medzi vysledkami dvoch paralelne uskuto¢nenych
stanoveni na tej istej vzorke presiahnut v absoliitnej hodnote 0,1 %.

7. DOKAZ A STANOVENIE KYSELINY 4-HYDROXYBENZENSULFONOVEJ

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

1. ROZSAH A OBLAST POUZITIA

Tato metoda je vhodna na dékaz a stanovenie kyseliny 4-hydroxybenzénsulfénovej v kozmetickych
vyrobkoch, ako st aerosoly a pletové lotiony.

2. DEFINICIA

Obsah kyseliny 4-hydroxybenzénsulfénovej, stanoveny v sulade s touto metédou, sa vyjadri v
hmotnostnych percentach bezvodého zinkium-4-hydroxybenzénsulfonatu vo vyrobku.

3. PRINCIP

Skusobna vzorka sa zahusti za zniZzeného tlaku, rozpusti sa vo vode a precisti sa extrakciou
chloroformom. Stanovenie kyseliny 4-hydroxybenzénsulfénovej sa uskuto¢ni jodometricky na
alikvotnej Casti prefiltrovaného vodného roztoku.

4. CINIDLA

Vsetky cinidla musia byt analyticky Cisté.

4.1. 36 % (hmot.) koncentrovana kyselina chlorovodikova (d*, = 1,18)

4.2. Chloroform

4.3. Butan-1-ol

4.4. Ladova kyselina octova

4.5. Jodid draselny

4.6. Bromid draselny

4.7. Uhlicitan sodny

4.8. Kyselina sulfanilova

4.9. Dusitan sodny

4.10. 0,1 N roztok bromi¢nanu draselného

4.11. 0,1 N roztok tiosiranu sodného

4.12. 1 % (m/V) vodny roztok skrobu

4.13. 2 % (m/V) vodny roztok uhli¢itanu sodného

4.14. 4,5 % (m/V) vodny roztok dusitanu sodného

4.15. 0,05 % (m/V) roztok ditizénu v chloroforme

4.16. Vyvijacie rozpustadlo

Butan-1-ol/Tadova kyselina octova/voda (4 : 1 : 5 v objemovych dieloch). Po zmieSani v
oddelovacom lieviku sa odstrani dolna faza.

4.17. Paulyho c¢inidlo

4,5 g kyseliny sulfanilovej (4.8.) sa za zahrievania rozpusti v 45 ml koncentrovanej kyseliny
chlorovodikovej (4.1.) a roztok sa zriedi vodou do 500 ml. 10 ml roztoku sa ochladi v nadobe s
ladovou vodou a za staleho mieSania sa prida 10 ml ochladeného roztoku dusitanu sodného
(4.14.). Roztok sa necha stat 15 minut pri O °C (pri tejto teplote ostava roztok stabilny 1 — 3 dni) a
tesne pred nanesenim (7.5.) sa prida 20 ml roztoku uhli¢itanu sodného (4.13.).

4.18. Hotové celul6zové platne pre tenkovrstvovii chromatografiu, rozmery 20 x 20 cm, hrubka
vrstvy adsorbentu 0,25 mm

5. PRISTROJE A POMOCKY

5.1. Banky s gulatym dnom a zabrusovou sklenenou zatkou, 100 ml

5.2. Oddelovaci lievik, 100 ml
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5.3. Kuzelovita banka so zabrusovou sklenenou zatkou, 250 ml

5.4. Byreta, 25 ml

5.5. Nedelené pipety, 1, 2 a 10 ml

5.6. Delena pipeta, 5 ml

5.7. Mikrostriekacka, 10 ul, delena po 0,1 ul

5.8. Teplomer, deleny od O °C do 100°C

5.9. Vodny kupel vybaveny vyhrievacim telesom

5.10. Susicka s dobrym vetranim nastaviteIna na 80 °C

5.11. Bezna aparatura na uskutoénenie tenkovrstvovej chromatografie

6. PRIPRAVA VZORKY

Pri nizSie opisanej metode na dékaz a stanovenie kyseliny 4-hydroxybenzénsulfénovej v aeroséloch
sa pouZzije zvySok ziskany uvolnenim tych rozpustadiel a hnacich plynov z aerosélu, ktoré sa moézu
odparit za normalneho tlaku.

7. DOKAZ

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

7.2. Platna sa umiestni do vyvijacej komory, ktora uz obsahuje vyvijacie rozpustadlo (4.16.), a
vyvija sa, kym c¢elo rozpustadla nedosiahne 15 cm od ¢iary Startu.

7.3. Platna sa vyberie z kupela a vysusi sa pri 80 °C dovtedy, kym uz nie st vnimatelné pary
kyseliny octovej. Platna sa postrieka roztokom uhlic¢itanu sodného (4.13.) a vysusi sa na vzduchu.
7.4. Jedna polovica platne sa prikryje sklenenou platniou a neprikryta ¢ast sa postrieka 0,05 %
roztokom ditizénu (4.15.). Objavenie sa fialovocervenych skvin na chromatograme je dékazom
pritomnosti zino¢natych ionov.

7.5. Postriekana polovica platne sa prikryje sklenenou platnou a druha polovica sa postrieka
Paulyho ¢inidlom (4.17.). Dékazom pritomnosti kyseliny 4-hydroxybenzénsulfénovej je objavenie
sa zltohnedych Skvin s R; hodnotou okolo 0,26. ZIté¢ skvrny s R, hodnotou okolo 0,45 na

chromatograme su dékazom pritomnosti kyseliny 3-hydroxybenzénsulfénove;j.

8. STANOVENIE

8.1. Do 100 ml banky s gulatym dnom sa navazi 10 g vzorky alebo zvySku (6.) a odpari sa vo
vodnom kupeli vyhriatom na 40 °C v rotacnej vakuovej odparke za vakua takmer dosucha.

8.2. Do banky sa napipetuje 10 ml (V, v mililitroch) vody a zvySok po odpareni (8.1.) sa za

zahrievania rozpusti.

8.3. Roztok sa kvantitativne prenesie do oddelovacieho lievika (5.2.) a vodny roztok sa extrahuje
dvakrat 20 ml davkami chloroformu (4.2.). Chloroformova faza sa po kazdej extrakcii odstrani.

8.4. Vodny roztok sa prefiltruje cez skladany filter. V zavislosti od o¢akavaného obsahu kyseliny
hydroxybenzénsulfonovej sa do 250 ml kuzelovitej banky (5.3.) napipetuje 1 az 2 ml (V, v

mililitroch) filtratu a zriedi sa do 75 ml vodou.

8.5. Prida sa 2,5 ml 36 % kyseliny chlorovodikovej (4.1.) a 2,5 g bromidu draselného (4.6.),
premiesa sa a roztok sa vo vodnom kupeli zahreje na teplotu 50 °C.

8.6. Z byrety sa pridava 0,02 N roztok bromicnanu draselného (4.10.), kym sa roztok zahriaty na
50°C nesfarbi nazlto.

8.7. Pridaju sa dalsie 3 ml roztoku bromic¢nanu draselného (4.10.), banka sa zazatkuje a necha sa
stat 10 minut vo vodnom kupeli pri 50 °C. Ak roztok po 10 minutach strati sfarbenie, pridaju sa
dalsie 2 ml roztoku bromicnanu draselného (4.10.), banka sa zazatkuje a zahrieva sa 10 minut vo
vodnom kupeli zahriatom na 50 °C. Zaznamena sa celkové mnozstvo pridaného roztoku
bromic¢nanu draselného (a).

8.8. Roztok sa ochladi na laboratéornu teplotu, pridaju sa 2 g jodidu draselného (4.5.) a premiesa
sa.

8.9. Vzniknuty jod sa titruje 0,1 N roztokom tiosiranu sodného (4.11.). Pred koncom titracie sa
prida niekolko kvapiek roztoku skrobu (4.12.) ako indikatora. Zaznamena sa spotrebované
mnozstvo roztoku tiosiranu sodného (b).

9. VYPOCET

Obsah zinkium-hydroxybenzénsulfonatu vo vzorke alebo vo zvySku (6.) v hmotnostnych
percentach sa vypocita podla vzorca
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% zinkium-hydroxybenzénsulfonatu = (a-b)* V, X O‘O‘SB 14x100 '
mx V,

kde

a je celkové mnozstvo pridaného 0,02 N roztoku bromi¢nanu draselného v mililitroch (8.7.),

b je mnozstvo 0,1 N roztoku tiosiranu sodného, spotrebovaného na spiatnu titraciu (8.9.) v
mililitroch,

m je mnozstvo analyzovaného vyrobku alebo odparku (8.1.) v miligramoch,

V, je objem roztoku podla 8.2. v mililitroch,

V, je objem rozpusten€ho zvysku po odpareni, pouzitého na analyzu (8.4.) v mililitroch.

V pripade aerosolov sa vysledok hmotnostnych percent odparku (6.) musi vyjadrit prepoctom na
povodny vyrobok. Na ucel tohto prepoctu sa uvedie odkaz na odber vzoriek z aerosolov.
10. OPAKOVATELNOST?)
Pri obsahu asi 5 % zinkium-hydroxybenzénsulfonatu nesmie rozdiel medzi vysledkami dvoch
paralelne uskutoc¢nenych stanoveni na tej istej vzorke presiahnut absolutnu hodnotu 0,5 %.
11. INTERPRETACIA VYSLEDKOV
Podla osobitného predpisu®) je najvysSie povoleny obsah zinkium-4-hydroxybenzénsulfonatu v
pletovych lotionoch a dezodorantoch 6 % (hmot.). To znamena, ze popri obsahu kyseliny
hydroxybenzénsulfénovej sa musi stanovit aj obsah zinku. Vynasobenim vypocitaného obsahu
zinkium-hydroxybenzénsulfonatu (9) faktorom 0,1588 sa ziska minimalny obsah zinku v
hmotnostnych percentach, ktory musi byt teoreticky pritomny vo vyrobku vzhladom na stanoveny
obsah kyseliny hydroxybenzénsulfénovej. Skutoény obsah zinku, stanoveny gravimetricky, vsak
moze byt vySsi, pretoze v kozmetickych vyrobkoch mozno pouzit aj chlorid zino¢naty a siran
zinocnaty.
8. DOKAZ OXIDACNYCH CINIDIEL A STANOVENIE PEROXIDU VODIKA VO VYROBKOCH
VLASOVEJ KOZMETIKY
(Podla smernice Komisie 82/434/EHS zo 14. maja 1982)
UCEL A OBLAST POUZITIA
Jodometrické stanovenie peroxidu vodika v kozmetike je mozné len v nepritomnosti ostatnych
oxida¢nych c¢inidiel, ktoré vytvaraju jod z jodidov. V dosledku toho je pred jodometrickym
stanovenim peroxidu vodika potrebné detekovat a identifikovat kazdé iné pritomné oxidacné
¢inidlo. Tento dékaz pozostava z dvoch faz, kde prva zahina peroxosirany, bromic¢nany a peroxid
vodika a druha peroxid barnaty.
A. DOKAZ PEROXOSIRANOV, BROMICNANOV A PEROXIDU VODIKA
1. PRINCIP
Peroxosiran sodny, peroxosiran draselny a peroxosiran amoénny; bromic¢nan draselny, bromic¢nan
sodny a peroxid vodika, aj ten, ktory pochadza z peroxidu barnatého, sa dokazuju zostupnou
papierovou chromatografiou s pouzitim dvoch vyvijacich rozpustadiel.
2. CINIDLA
Vsetky cinidla musia byt analyticky Cisté.
2.1. 0,5 % (m/V) vodné referen¢né roztoky:
. peroxosiranu sodného
. peroxosiranu draselného
. peroxosiranu amoénneho
. bromi¢nanu draselného

.1.5. bromi¢nanu sodného
2.1.6. peroxidu vodika
2.2. Vyvijacie rozpustadlo A:
80 % (obj.) etanol
2.3. Vyvijacie rozpustadlo B
benzén/metanol/3-metylbutan-1-ol/voda (v objemovych dieloch 34 : 38 : 18 : 10)
2.4. Detekc¢né cCinidlo A
10 % (m/V) vodny roztok jodidu draselného
2.5. Detek¢né cinidlo B
1 % (m/V) vodny roztok skrobu
2.6. Detekc¢né cCinidlo C
10 % (hmot.) roztok kyseliny chlorovodikovej

SESECECES
o anilanen
O WIN =
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2.7. 4 N roztok kyseliny chlorovodikovej

3. PRISTROJE A POMOCKY

3.1. Chromatograficky papier (Whatman €. 3 a ¢. 4 alebo ich ekvivalent)

3.2. Mikropipeta, 1 pl

3.3. Odmerné banky, 100 ml

3.4. Skladané filtre

3.5. Vyvijacia komora na zostupnu papierovii chromatografiu

4. PRIPRAVA VZORKY

4.1. Vyrobky rozpustné vo vode

Z kazdej vzorky sa pripravia dva roztoky rozpustenim 1 g a 5 g vyrobku v 100 ml vody. 1 ul
kazdého z tychto roztokov sa pouZije na papierova chromatografiu (5.).

4.2. Vyrobky malo rozpustné vo vode

4.2.1. 1 g a 5 g vzorky sa disperguje v 50 ml vody, obidve disperzie sa doplnia vodou do 100 ml,
premiesaju sa a prefiltruju sa cez skladany filter (3.4.). Na uskuto¢nenie papierovej chromatografie
(5.) sa pouzije 1 ul kazdého z filtratov.

4.2.2. Este raz sa pripravia dve disperzie z kazdej vzorky, dispergovanim 1 g a 5 g v 50 ml vody.
Okyslia sa zriedenou kyselinou chlorovodikovou (2.7.), doplnia sa vodou do 100 ml a premiesaju
sa. Disperzie sa prefiltruju cez skladany filter (3.4.) a na uskuto¢nenie papierovej chromatografie
(5.) sa pouzije po 1 ul kazdého z filtratov.

4.3. Krémy

V 100 ml vody sa disperguje 5 g a 20 g kazdého vyrobku a tieto disperzie sa pouziju na
uskutoénenie papierovej chromatografie (5.).

5. METODA

5.1. Na uskutoénenie zostupnej papierovej chromatografie sa pouZije primerané mnozstvo
rozpustadiel A (2.2.) a B (2.3.) do dvoch samostatnych chromatografickych vyvijacich komor.

5.2. Na Startovaciu ¢iaru pasu chromatografického papiera (Whatman ¢. 3 alebo jeho ekvivalent)
dlhého 40 cm a Sirokého 20 cm (3.1.) alebo inej vhodnej velkosti sa nanesie 1 ul jedného roztoku
vzorky a jedného referenéného roztoku.

5.3. Tento pas chromatografického papiera (5.2.) sa umiestni do chromatografickej vyvijacej
komory naplnenej rozpustadlom A (5.1.) a necha sa vyvijat, kym ¢elo rozpustadla nedosiahne 35
cm (asi 15 hodin).

5.4. S pouzitim dalsieho pasu chromatografického papiera (Whatman ¢. 4 alebo jeho ekvivalent)
(3.1.) a vyvijacieho rozpustadla B sa zopakuje postup opisany v c¢astiach (5.2. a 5.3.).
Chromatogram sa necha vyvijat, kym ¢elo rozpustadla nedosiahne 35 cm (asi 5 hodin).

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

5.6. Skvrny na chromatograme sa zviditelnia ich postriekanim:

5.6.1. detekénym cinidlom A (2.4.) a kratko nato detekcnym Ccinidlom B (2.5.). Prvé sa na
chromatograme objavia Skvrny peroxosiranov nasledované Skvrnami peroxidu vodika. Skvrny sa
oznacia ceruzkou;

5.6.2. detekénym ¢inidlom C (2.6.) na chromatogram podla 5.6.1. Pritomnost bromi¢nanov sa
preukaze sivo- modrymi Skvrnami.

5.7. Za vyssSie uvedenych podmienok, vztahujucich sa na vyvijacie rozpustadla A (2.2.) a B (2.3.),
su R; hodnoty referencnych latok (2.1.) priblizne takéto:

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

1. PRINCIP

Peroxid barnaty sa dokaze na zaklade vzniku peroxidu vodika po okysleni vzorky (A.4.2.) a na
zaklade pritomnosti barnatého iénu:

a) v nepritomnosti peroxosiranov (A), pridanim zriedenej kyseliny sirovej k casti kyslého roztoku
vzorky (B.4.1.), v doésledku ¢oho sa vytvori biela zrazenina siranu barnatého. Pritomnost barnatych
iénov vo vzorke (B.4.1.) sa opat potvrdi papierovou chromatografiou niZzsie opisanym spdésobom
podla B.5.,

b) ak su sucasne pritomné peroxid barnaty a peroxosirany (B.4.2.), upravenim zvySku roztoku
(B.4.2.) na alkalicky. Po rozpusteni v Kkyseline chlorovodikovej sa pritomnost barnatych iénov
potvrdi v roztoku taveniny (B.4.2.3.) papierovou chromatografiou a/alebo vyzrazanim siranu
barnatého.

2. CINIDLA

2.1. Metanol

2.2. 36 % (hmot.) koncentrovana kyselina chlorovodikova

2.3. 6 N kyselina chlorovodikova

2.4. 4 N kyselina chlorovodikova

2.5. Disodna sol kyseliny rodizonovej

2.6. Chlorid barnaty (BaCl, . 2H,0)

2.7. Bezvody uhlic¢itan sodny

2.8. 1 % (m/V) vodny roztok chloridu barnatého

2.9. Vyvijacie rozpustadlo, pozostavajuce z metanolu, koncentrovanej kyseliny chlorovodikovej 36
% a z vody (80 : 10 : 10 v objemovych dieloch)

2.10. Detekéné cinidlo

0,1 % (m/V) vodny roztok disodnej soli kyseliny rodizonovej cerstvo pripraveny pred pouzitim

3. PRISTROJE A POMOCKY

3.1. Mikropipeta, 5 pl

3.2. Platinové tégliky

3.3. Odmerné banky, 100 ml

3.4. Chromatograficky papier Schleicher and Schull 2043 b alebo jeho ekvivalent. Papier sa
precisti vyvijanim cez noc vo vyvijacej zostupnej chromatografickej komore (A.3.5.), obsahujucej
vyvijacie rozpustadlo (B.2.9.), a potom sa vysusi.

3.5. Skladany filtra¢ny papier

3.6. Bezné zariadenie na uskuto¢nenie vzostupnej papierovej chromatografie

4. PRIPRAVA VZORKY

4.1. Vyrobky bez pritomnosti peroxosiranu

4.1.1. 2 g vyrobku sa disperguju v 50 ml vody a pH disperzie sa upravi kyselinou chlorovodikovou
(B.2.3.) na priblizne 1.

4.1.2. Vodna disperzia sa prenesie do 100 ml odmernej banky, doplni sa vodou po znacku a
premiesSa sa. Tato disperzia sa pouzije na papierova chromatograficki analyzu, podla 5. a na
dokaz baria vyzrazanim siranu.

4.2. Vyrobky obsahujuce peroxosirany

4.2.1. 2 g vyrobku sa disperguju v 100 ml vody a prefiltruju sa.

4.2.2. K vysusenému zvysSku sa prida 7 az 10-nasobok jeho hmotnosti uhlicitanu sodného (B.2.7.),
premiesa sa a zmes sa tavi 1/2 hodiny v platinovom tégliku (B.3.2.)

4.2.3. Tavenina sa ochladi na laboratérnu teplotu, rozpusti sa v 50 ml vody a prefiltruje sa
(B.3.5.).

4.2.4. ZvySok sa znova rozpusti v kyseline chlorovodikovej (B.2.3.) a doplni sa vodou do 100 ml.
Tento roztok sa pouzZije na papierova chromatograficku analyzu podla 5. a na doékaz baria
vyzrazanim siranu.

5. METODA

5.1. Primerané mnozstvo vyvijacieho rozpustadla (B.2.9.) sa umiestni do vyvijacej komory pre
vzostupnu papierovii chromatografiu a nadoba sa necha nasytit asponn 15 hodin parami
rozpustadla.

5.2. Na kus vopred upraveného chromatografického papiera podla B.3.4. sa nanesie na tri body na
Startovacej ¢iare po 5 pl kazdého z roztokov pripravenych podla B.4.1.2. a B.4.2.4. a referen¢ny
roztok B.2.8.

5.3. Skvrny vzorky a Standardu sa vysusia na vzduchu. Chromatogram sa vyvija, kym celo
rozpustadla nevystupi o 30 cm.
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5.4. Chromatogram sa vyberie z vyvijacej nadoby a vysusi sa na vzduchu.
5.5. Skvrny na chromatograme sa zviditelnia postriekanim papiera detekénym ¢inidlom B.2.10. V
pritomnosti baria sa na chromatograme objavia cervené skvrny s R;hodnotou okolo 0,10.

C. STANOVENIE PEROXIDU VODIKA
1. PRINCIP
Jodometrické stanovenie peroxidu vodika je zalozené na tejto reakcii:

H,0, +2H" +2I—> I, + 2H.0.

Konverzia prebieha pomaly, ale moze byt urychlena pridanim molybdénanu aménneho. Vzniknuty
jod sa stanovi titraciou tiosiranom sodnym a zodpoveda obsahu peroxidu vodika.

2. DEFINICIA

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

3. CINIDLA

Vsetky cinidla musia byt analyticky Cisté.

3.1. 2 N kyselina sirova

3.2. Jodid draselny

3.3. Molybdénan amoénny

3.4. 0,1 N roztok tiosiranu sodného

3.5. 10 % (m/V) roztok jodidu draselného pripraveny tesne pred pouzitim

3.6. 20 % (m/V) roztok molybdénanu aménneho

3.7. 1 % (m/V) roztok Skrobu

4. PRISTROJE A POMOCKY

4.1. Kadicky, 100 ml

4.2. Byreta, 50 ml

4.3. Odmerné banky, 250 ml

4.4. Odmerné valce, 25 ml a 100 ml

4.5. Nedelené pipety, 10 ml

4.6. Kuzelovité banky, 250 ml

5. METODA

5.1. Do 100 ml kadicky sa navazi 10 g (m v gramoch) vyrobku, obsahujiceho priblizne 0,6 g
peroxidu vodika. Obsah sa s vodou prenesie do 250 ml odmernej banky, doplni sa vodou po
znacku a premiesa sa.

5.2. Do 250 ml kuzelovitej 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.) a 3
kvapky roztoku molybdénanu amoénneho (3.6.).

5.3. Vzniknuty jod sa ihned titruje 0,1 N roztokom tiosiranu sodného (3.4.) a tesne pred
dosiahnutim koncového bodu titracie sa prida niekolko mililitrov roztoku Skrobu (3.7.) ako
indikatora. Zaznamena sa spotreba 0,1 N roztoku tiosiranu sodného (3.4.) v mililitroch (V).

5.4. Sposobom podla (5.2. a 5.3.) sa uskutocni slepy pokus, kde sa 10 ml roztoku vzorky nahradi
10 ml vody. Zaznamena sa spotreba 0,1 N roztoku tiosiranu sodného na slepu titraciu (V, v
mililitroch).

6. VYPOCET

Vypocet obsahu peroxidu vodika vo vyrobku v hmotnostnych percentach % (hmot.) sa vypocita
podla vzorca

(V-V,)x1,7008%x250% 100
mx10x 1000
(V-V,)x 4,252
— ,

% peroxidu vodika =

% peroxidu vodika =
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kde
m je mnozstvo analyzovaného vyrobku v gramoch (5.1.),
V,, je spotreba 0,1 N roztoku tiosiranu sodného pri slepom pokuse v ml (5.4.),

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

7. OPAKOVATELNOST?)

Pri obsahu asi 6 % hmot. peroxidu vodika nesmie rozdiel medzi vysledkami dvoch paralelne
uskutoénenych stanoveni na tej istej vzorke presiahnut v absolttnej hodnote 0,2 %.

9. DOKAZ A SEMIKVANTITATIVNE STANOVENIE URCITYCH OXIDACNYCH FARBIV VO FARBACH
NA VLASY

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

1. UCEL A OBLAST POUZITIA

Tato metdda je vhodna na dékaz a semikvantitativne stanovenie tychto latok vo farbach na vlasy
vo forme krému alebo kvapaliny:

Latky Symbol
Fenyléndiaminy

o-fenyléndiamin (OPD)
m-fenyléndiamin (MPD)
p-fenyléndiamin (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)
Hydrochinén

Benzén-1,4-diol (H)
a-naftol (a-N)
Pyrogalol

Benzén-1,2,3-triol P)
Rezorcinol

Benzén-1,3-diol (R)

2. PRINCIP

Oxidacéné farbiva sa extrahuju z farieb vo forme krému alebo kvapaliny s 96 % etanolom pri pH 10
a dokazuju sa tenkovrstvovou chromatografiou, jedno alebo dvojrozmernou.

Na semikvantitativne stanovenie tychto latok sa chromatogramy vzoriek porovnavaju
prostrednictvom Styroch vyvijacich sustav, v ktorych sa vyvijali chromatogramy referenénych
latok, v tom istom Case a za ¢o najpodobnejSich podmienok.

3. CINIDLA

Vsetky ¢inidla musia byt analyticky cisté.

3.1. Etanol bezvody

3.2. Aceton

3.3. Etanol 96 % obj.

3.4. Roztok amoniaku, 25 % (d*, = 0,91 g/ml)

3.5. Kyselina L-(+)-askorbova
3.6. Chloroform

3.7. Cyklohexan

3.8. Dusik, technicky

3.9. Toluén

3.10. Benzén

3.11. Butan-1-ol

3.12. Butan-2-ol
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3.13. Kyselina fosforna, 50 % obj. roztok

3.14. Diazo6niové cinidlo:

a) 3-nitrobenzéndiazénium-chlérbenzénsulfonat (vo forme stabilizovanej soli) ako v Cervenej 2 JN -
Francolor alebo

b) 2-chlér-3-nitrobenzéndiazénium-naftalénbenzoat (vo forme stabilizovanej soli) ako v ¢inidle
NNCD - katalogové cislo 74 150 FLUKA,

alebo ich ekvivalent

3.15. Dusicnan strieborny

3.16. 4-(dimetylamino)benzaldehyd

3.17. 2,5-dimetylfenol

3.18. Hexahydrat chloridu zelezitého

3.19. Kyselina chlorovodikova, 10 % (m/V) roztok

3.20. Referencné latky:

su latky podla 1. V pripade aminozluc¢enin musia byt referenéné latky vo forme ich hydrochloridu
(mono- alebo di- ) alebo ako voIné zasady.

3.21. Referen¢né roztoky

Pripravia sa roztoky referenénych latok podla (3.20.). Do 10 ml odmernej banky sa navazi 50 mg +
1 mg referenc¢nej latky. Prida sa 5 ml 96 % etanolu (3.3.) a 250 mg kyseliny askorbovej (3.5.).
Roztok sa pridanim roztoku amoniaku (3.4.) upravi na alkalicky s pH 10 (overi sa indikatorovym
papierikom), prida sa 10 ml 96 % etanolu (3.3.) a premiesa sa. Roztoky mézu byt uchovavané
jeden tyzden v chlade a bez pristupu svetla. Ak po pridani kyseliny askorbovej a amoniaku vznikne
zrazenina, musi sa pred pokracovanim nechat usadit.

3.22. Vyvijacie rozpustadla

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

3.22.2. Chloroform/cyklohexan/absolitny etanol/25 % amoniak (obj. diely 80 : 10: 10 : 1)

3.22.3. Benzén/butan-2-ol/voda (obj. diely 50 : 25 : 25)

Poriadne sa premiesa a po oddeleni pri laboratérne;j teplote (20 az 25 °C) sa pouzije vrchna faza.
3.22.4. Butan-1-ol/chloroform/¢inidlo M (obj. diely 7 : 70 : 23).

Opatrne sa oddeli pri laboratérnej teplote (20 az 25 °C) a pouzije sa spodna faza.

Priprava c¢inidla M

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

Kyselina fosforna, 50 % (3.13.) 1 obj. diel

Voda 75 obj. dielov

Poznamka - Vyvijacie rozpustadla, obsahujice amoniak, sa tesne pred pouzitim riadne
premiesaju.

3.23. Detekené c¢inidla

3.23.1. Diazéniové c¢inidlo

Pripravi sa 5 % (m/V) vodny roztok vybraného c¢inidla (3.16.) v 100 ml 10 % (m/V) vodného
roztoku kyseliny chlorovodikovej (3.19.). Tento roztok sa musi vzdy cerstvo pripravit tesne pred
jeho pouzitim.

3.23.2. Ehrlichovo ¢inidlo

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

3.23.3. 2,5-dimetylfenol, hexahydrat chloridu Zelezitého:

a) roztok 1

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

b) roztok 2

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

Na zviditeInenie Skvin sa tymito roztokmi vykona postrek najprv roztokom 1, potom roztokom 2.
3.23.4. Amoniakalny dusic¢nan strieborny

25 % amoniak (3.4.) sa prida do 5 % (m/V) vodného roztoku dusi¢nanu strieborného (3.15.), kym
sa zrazenina nerozpusti.

Toto cinidlo sa musi pripravit tesne pred pouzitim. Neuchovava sa.

4. PRISTROJE A POMOCKY

4.1. Bezné laboratérne vybavenie pre tenkovrstvovia chromatografiu
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4.1.1. Plastovy alebo skleny kryt zostrojeny tak, Ze chromatografickd platna je pocas vyvijania
skvin a susenia obklopena dusikom. Toto opatrenie je nevyhnutné z dévodu nachylnosti urcitych
farbiv na oxidaciu.

4.1.2. Mikrostriekacka, 10 ul, delena na 0,2 pl dieliky s kolmo zrezanou ihlou, alebo 50 ul
viacnasobny davkovac pripevneny svorkou na stojan tak, aby platna mohla byt udrziavana pod
dusikom.

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

4.2. Centrifaga, 4 000 otacok/min.

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

5. POSTUP

5.1. Spracovanie skusobnych vzoriek

Prvé 2 aZz 3 cm krému vytlaceného z tuby sa vyhodia. Do centrifugaénej kyvety (4.3.), dopredu
prefuknutej dusikom, sa vlozi 300 mg kyseliny askorbovej s 3 g krému alebo 3 g homogenizovane;j
kvapaliny. Po kvapkach sa prida 25 % amoniak (3.4.), kym pH nie je 10, a doplni sa 96 %
etanolom (3.3.) do 10 ml. Zhomogenizuje sa pod dusikovou atmosférou (3.8.), zazatkuje sa a 10
minut sa odstreduje na centrifage pri 4 000 otackach/min. Pouzije sa kvapalny supernatant.

5.2. Chromatografia

5.2.1. Nanesenie Skvin na platne — Na chromatograficku platiiu (4.1.3.) sa pod dusikovou
atmosférou (3.8.) nanesie na 9 bodov vzdialenych 1,5 cm od seba na ¢iare priblizne 1,5 cm od
okraja platne 1 pl kazdého z vyssSie opisanych referenénych roztokov. Tieto Skvrny referencénych
roztokov sa usporiadaju takto:

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

Dalej sa na body 10 a 11 nanesie po 2 ul testovanych roztokov vzoriek ziskanych podla 5.1. Platna
sa uchovava pod dusikovou atmosférou (3.8.) az do chvile, kym sa zac¢ne vyvijat.

5.2.2. Vyvijanie — Platnia sa umiestni do vyvijacej komory prefuknutej dusikom (3.8.), nasytenej
jednym zo Styroch vyvijacich rozpustadiel (3.22.) a necha sa vyvijat pri laboratérnej teplote (20 az
25 °C) v tme, kym celo rozpustadla nedosiahne 15 cm od Startovacej ¢iary. Platnnia sa vyberie a
vysusi pod dusikom (3.8.) pri laboratornej teplote.

5.2.3. Postriekanie — Platna sa ihned postrieka jednym zo 4 roztokov, Specifikovanych v 3.23.

5.2.4. Dokaz - Porovnaju sa R; hodnoty a farba skvin ziskanych zo vzorky, so Skvrnami

chromatografovanych referencnych latok. Tabulka ¢. 1 udava priklady R hodnot a farieb pre kazdu

latku v zavislosti od pouzZitého rozpustadla a detekéného cinidla. Potvrdenie nejednoznacnej
identifikacie sa moze niekedy dosiahnut klinovou metédou — pridanim prislusnej referenc¢nej latky
do extraktu vzorky.

5.2.5. Semikvantitativny odhad - Vizualne sa porovna intenzita skvin pre kazdua latku
identifikovanu v 5.2.4., v prisluSnom rozsahu koncentracii referenénych latok. Ak sa zisti, Ze
koncentracia jednej alebo viacerych latok je nadmerna, extrakt vzorky sa zriedi a stanovenie sa
zopakuje.

R hodnoty a farby skvin ziskanych ihned po postriekani Tabulka ¢. 1

Referené (Vyvijacie rozpustadlo Detekcné cinidla

na R, hodnoty Vysledné farby

latka

3.20) [|(3:22.1) |(8.22.2) ((3.22.3.) |(3.22.4.) |Diazéniov Ehrlich |Dimetylfe |AgNO,
é ove nol (3.23.4.)

(3.23.1.) |(3.23.2. ((3.23.3.)
)

OPD 0,62 0,60 0,30 0,57 svetlohned svetlohned
a a
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MPD 0,40 0,60 0,47 0,48 fialovo- zlta svetlohned [svetlohned
a a
hneda #*)
PPD 0,20 0,50 0,30 0,48 hneda jasnocer |fialova siva
vena
*)
OTD 0,60 0,60 0,53 0,60 hneda *) |svetlo- [svetlohned |sivasto-
a
oranzov hneda
a
MTD 0,40 0,67 0,45 0,60 cerveno- [zlta hneda ¢ierna
hneda *)
PTD 0,33 0,65 0,37 0,70 hneda oranzov [fialova *) siva
a
DAP 0,07 - 0 0,05 hneda *) |oranzov |fialova hneda
a
H 0,50 0,35 0,80 0,20 - oranzov |fialova Cierna ¥)
a
a-N 0,90 0,80 0,90 0,75 oranzovo- |- fialova *) Cierna
hneda
P 0,37 - 0,67 0,05 hneda fialovka |nahnedla |hneda *)
sta
R 0,50 0,37 0,80 0,17 oranzova [svetlofia |nahnedla |svetlohned
*) lova a

Poznamka 1: OPD sa malo vyrazne prejavuje; musi sa pouzit rozpustadlo (3.22.3.), aby sa jasne
oddelil od OTD.

Poznamka 2: *) oznacuje najlepsie vyvinutu farbu.

6. PRESKUMANIE DVOJROZMERNOU TENKOVRSTVOVOU CHROMATOGRAFIOU

Pre tento postup su potrebné pridavné standardy a c¢inidla.

6.1. Pridavné referen¢né 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 (4-NOPD) — Pripravia sa 0,5 % (m/V) roztoky kazdej z pridavnych
referenénych latok podla 3.21.

6.2. Pridavné vyvijacie rozpustadlo

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

6.3. Pridavna detekéna stuistava — Do vyvijacej komory pre tenkovrstvovii chromatografiu sa
umiestni sklena nadoba, do nej sa vlozia asi 2 g krystalického jodu a vyvijacia komora sa uzavrie
primeranym uzaverom.

6.4. Chromatografia

6.4.1. Na povrch adsorbentu tenkovrstvovej platne (4.1.3.) sa nakreslia dve ¢iary podla obrazku ¢.
1.

6.4.2. Pod dusikovou atmosférou (4.1.1.) sa na zakladny bod 1 (obrazok €. 1), asi 2 cm od oboch
okrajov, nanesie 1 az 4 ml extraktu (5.1.), mnozstvo ktorého zavisi od intenzity Skvin na
chromatogramoch 5.2.

6.4.3. Medzi body 2 a 3 (obrazok ¢. 1) sa nanesu oxidac¢né farbiva, indentifikované alebo
predpokladané za identifikované podla 5.2. (so vzdialenostou medzi bodmi 1,5 cm). Nanesu sa 2 ul
prislusnych referenénych roztokov — okrem DAP, ktorého sa musi naniest 6 pl. Tato operacia sa
robi pod dusikovou atmosférou (6.4.2.).
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6.4.4. Operacia v 6.4.3. sa zopakuje na zakladnych bodoch 4 a 5 (obrazok ¢. 1) a platna sa
uchovava pod dusikovou atmosférou az do chvile, kym sa bude vyvijat (vzdialenost medzi bodmi
1,5 cm).

6.4.5. Chromatograficka vyvijacia komora sa prefukne dusikom (3.8.) a naleje sa do nej primerané
mnozstvo vyvijacieho rozpustadla (3.22.2.). Platna (6.4.4.) sa umiestni do vyvijacej komory a necha
sa vyvijat v tme v prvom eluénom smere (obrazok ¢. 1).

Eluuje sa, kym celo rozpustadla nedosiahne ¢iaru vyznacenu na platni (priblizne 13 cm).

6.4.6. Platna sa vyberie z vyvijacej komory a umiestni sa asponl na 60 minut do chromatograficke;j
vyvijacej komory, vopred prefuknutej dusikom, aby sa odparilo rozpustadlo.

6.4.7. Pomocou delenej skumavky sa do vyvijacej komory, prefuknutej dusikom (3.8.), umiestni
primerané mnozstvo elucného rozpustadla (6.2.). alej sa do vyvijacej komory (6.4.6.) umiestni
platna pootoéena o 90 a necha sa vyvijat druhym eluénym smerom (tieZ v tme), kym celo
rozpustadla nedosiahne ¢iaru nakreslenu na povrchu adsorbentu. Platna sa vyberie z vyvijacej
komory a eluéné rozpustadlo sa necha odparit na vzduchu.

6.4.8. Platnicka sa na 10 minut umiestni do chromatografickej vyvijacej komory s parami jodu
(6.3.). Dvojrozmerny chromatogram sa interpretuje na zaklade R, hodnoét a farby skvin sucasne

chromatografovanych referen¢nych latok (tabulka ¢. 2 udava prehlad R hodnot a farieb).

Poznamka - Na ziskanie maximalneho vyfarbenia §kvin sa chromatogram necha na vzduchu 1/2
hodiny po vyvolani.

6.4.9. Pritomnost oxidaénych farbiv, zistenych v 6.4.8., moézZe byt definitivne potvrdena
zopakovanim operacii opisanych v 6.4.1. az 6.4.8. a pridanim na Skvrnu na zakladny bod 1
mnozstva extraktu, uvedeného v 6.4.2., eSte 1 ul referencnej latky, identifikovanej v 6.4.8. Ak sa
pri porovnani s chromatogramom, ziskanym v 6.4.8., nenajde ziadna dalSia skvrna, interpretacia
chromatogramu 6.4.8. je spravna.

Farby skvin referenénych latok po chromatografii a vyvolani v parach jédu Tabulka ¢. 2

Referencéna latka Farba po vyvolani v parach jéodu
R bézova

P hneda

a-N fialova

6-N svetlohneda
H fialovohneda
MPD Zltohneda
PPD fialovohneda
MTD tmavohneda
PTD Zltohneda
DAP tmavohneda
OAP oranzova
MAP Zltohneda
PAP fialovohneda
2-NPPD hneda
4-NOPD oranzova
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10. DOKAZ A STANOVENIE DUSITANOV

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

A. DOKAZ

1. UCEL A OBLAST POUZITIA

Tato metoda je vhodna na dokaz dusitanov v kozmetickych vyrobkoch, predovsetkym v krémoch a
pastach.

2. PRINCIP

Pritomnost  dusitanov = sa  indikuje  vznikom = farebnych derivatov  reakciou s
2-aminobenzaldehyd-fenylhydrazonom (Nitrin ®).

3. CINIDLA

Vsetky cinidla musia byt analyticky Cisté.

3.1. Zriedena kyselina sirova

2 ml koncentrovanej kyseliny sirovej (d>°, = 1,84 g/ml) sa zriedi 11 ml destilovanej vody.

3.2. Zriedena kyselina chlorovodikova
1 ml koncentrovanej Kyseliny chlorovodikovej ( d*,= 1,19 g/ml) sa zriedi 11 ml destilovanej vody.

3.3. Metanol

3.4. Roztok 2-aminobenzaldehyd-fenylhydrazénu (¢inidla Nitrin ®) v metanole

Navazi sa 2 g Nitrinu ® a kvantitativne sa prenesie do 100 ml odmernej banky. Po kvapkach sa
pridaju 4 ml koncentrovanej kyseliny chlorovodikovej (3.2.) a premieSaju sa. Doplni sa metanolom
po znacku a mieSa sa, kym sa roztok uplne nevy¢iri. Roztok sa uchovava vo flasi z tmavého skla.

4. PRISTROJE A POMOCKY

4.1. Kadicky, 50 ml

4.2. Odmerna banka, 100 ml

4.3. Flasa z tmavého skla, 125 ml

4.4. Sklenena platnicka, 10 x 10 cm

4.5. Plastova spachtla

4.6. Filtracny papier, 10 x 10 cm

5. POSTUP

5.1. Cast vzorky, uréend na analyzu, sa rovnomerne rozmiestni na povrchu sklenenej platnicky
(4.4.) tak, aby pokryla plochu vrstvou s hriibkou nepresahujtucou 1 cm.
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5.2. Filtra¢ny papier (4.6.) sa namo¢i destilovanou vodou. PoloZi sa na vzorku a filtra¢ny papier sa
popritlaca plastovou Spachtlou (4.5.).

5.3. Po 1 minute sa do stredu filtraéného papiera nanesu 2 kvapky zriedenej kyseliny sirovej (3.1.)
nasledované 2 kvapkami roztoku Nitrin-u ® (3.4.).

5.4. Po 5 az 10 sekundach sa filtra¢ny papier snime a preskima sa na dennom svetle. Pritomnost
dusitanov sa prejavi ¢ervenopurpurovym sfarbenim. V pripade nizkeho obsahu dusitanov sa
c¢ervenopurpurové sfarbenie zmeni po 5 az 15 sekundach na Zlté. K tejto farebnej zmene doéjde az
po 1 az 2 minutach, ak bol obsah dusitanov vysoky.

6. POZNAMKA

Intenzita c¢ervenopurpurového sfarbenia a c¢as, ktory uplynie do jeho zmeny na ZzIté, mozZe
poskytnut informaciu o obsahu dusitanov vo vzorke.

B. STANOVENIE

1. UCEL

Tato metoda opisuje stanovenie dusitanov v kozmetickych vyrobkoch.

2. DEFINICIA

Obsah dusitanov vo vzorke, stanoveny touto metodou, sa vyjadri v hmotnostnych percentach
dusitanu sodného.

3. PRINCIP

Po zriedeni vzorky vodou a jej vyéireni pritomné dusitany reaguju so sulfanilamidom a
N-(1-naftyl)etyléndiaminom a intenzita ziskaného sfarbenia sa meria pri 538 nm.

4. CINIDLA

Vsetky ¢inidla musia byt analyticky cisté.

4.1. Ciriace ¢inidla

Tieto ¢inidla sa nemoézu pouzit neskor ako jeden tyzden po ich priprave.

4.1.1. Carrezovo cinidlo I

106 g hexakyanozeleznatanu draselného, K,Fe(CN), . 3H,O sa rozpusti v destilovanej vode a doplni

sa vodou do 1 000 ml.
4.1.2. Carrezovo c¢inidlo II
219,5 g octanu zino¢natého, Zn(CH,COO), . 2H,0, 30 ml Tadovej kyseliny octovej sa rozpusti v

destilovanej vode a zriedi sa vodou do 1 000 ml.

4.2. Roztok dusitanu sodného

V 1 000 ml odmernej banke sa v destilovanej vode rozpusti 0,5 g dusitanu sodného a zriedi sa
vodou po znacku. 10 ml tohto zasobného standardného roztoku sa zriedi do 500 ml; 1 ml takéhoto
roztoku = 10 ug NaNO,,.

4.3. 1 N roztok hydroxidu sodného

4.4. 0,2 % roztok hydrochloridu sulfanilamidu

Za tepla sa rozpusti 2 g sulfanilamidu v 800 ml vody. Ochladi sa a za mieSania sa prida 100 ml
koncentrovanej kyseliny chlorovodikovej. Zriedi sa vodou do 1 000 ml.

4.5. 5 N kyselina chlorovodikova

4.6. N-1-naftylové ¢inidlo

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

5. PRISTROJE A POMOCKY

5.1. Analytické vahy

5.2. Odmerné banky, 100, 250, 500 a 1 000 ml

5.3. Nedelené alebo delené pipety

5.4. Odmerné valce, 100 ml

5.5. Skladané filtra¢né papiere bez dusitanov, priemer 15 cm

5.6. Vodny kupel

5.7. Spektrofotometer s kyvetami s optickou drahou dlhou 1 cm

5.8. pH meter

5.9. Mikrobyreta, 10 ml

5.10. Kadicky, 250 ml

6. POSTUP

6.1. S presnostou na 0,1 mg sa navazi priblizne 0,5 g (m v gramoch) homogenizovanej vzorky,
horticou destilovanou vodou sa kvantitativne prenesie do 250 ml kadicky (5.10.) a objem sa doplni
horticou destilovanou vodou priblizne na 150 ml. Kadicka (5.10.) sa na 1/2 hodiny umiestni do
vodného kupela (5.6.) pri 80 °C. Pocas zahrievania sa obcas pretrepe.
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6.2. Ochladi sa na laboratornu teplotu a jeden po druhom sa za miesania pridaju 2 ml Carrezovho
¢inidlaI (4.1.1.) a 2 ml Carrezovho c¢inidla II (4.1.2.).

6.3. Na upravu pH na 8,3 sa prida s pouzitim pH metra (5.8.)1 N roztok hydroxidu sodného (4.3.).
Obsah sa kvantitativne prenesie do 250 ml odmernej banky a doplni sa po znacku destilovanou
vodou.

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

6.5. Do 100 ml odmernej banky (5.2.) sa pipetou (5.3.) prenesie primerany podiel (V v mililitroch)
¢ireho filtratu, ale nie viac ako 25 ml, a prida sa destilovana voda do objemu 60 ml.

6.6. Po premiesani sa prida 10 ml roztoku hydrochloridu sulfanilamidu (4.4.) a potom 6 ml 5 N
kyseliny chlorovodikovej (4.5.). PremieSa sa a necha sa staf 5 minuat. Pridaja sa 2 ml
N-1-naftylového ¢inidla (4.6.), premieSa sa a necha stat 3 minuty. Zriedi sa vodou po znacku a
premiesa sa.

6.7. Zopakovanim operacii 6.5. a 6.6. bez pridania N-1-naftylového ¢inidla (4.6.) sa pripravi slepy
pokus.

6.8. Pri 538 nm sa zmeria (5.7.) absorbancia roztoku ziskaného podla 6.6. s pouzitim slepého
pokusu (6.7.) ako standardu.

6.9. Z kalibracného grafu (6.10.) sa odcita obsah dusitanu sodného v mg na 100 ml roztoku (m, v

mikrogramoch), ktory zodpoveda absorbancii nameranej v 6.8.

6.10. S pouzitim roztoku obsahujuceho 10 pg dusitanu sodného na 100 ml (4.2.) sa pripravi
kalibra¢ny graf s koncentraciami 0, 20, 40, 60, 80 a 100 pug dusitanu sodného na 100 ml.

7. VYPOCET

Obsah dusitanu sodného vo vzorke v hmotnostnych percentach sa vypocita podla vzorca

100= m,
m Vxmx40

% dusitanu sodného =

Ox m, x107°x

kde
m je hmotnost vzorky v gramoch vzatej na analyzu (6.1.),
m, je obsah dusitanu sodného v mikrogramoch zistené€ho podla 6.9.,

V je objem filtratu v mililitroch pouzitého na meranie (6.5.).

8. OPAKOVATELNOST?)

Pri obsahu asi 0,2 % hmot. dusitanu sodného nesmie rozdiel medzi vysledkami dvoch paralelne
uskutocnenych stanoveni na tej istej vzorke presiahnut v absolutnej hodnote 0,005 %.

11. DOKAZ A STANOVENIE VOLNEHO FORMALDEHYDU

(Podla smernice Komisie 82/434/EHS zo 14. maja 1982 v zneni smernice Komisie 90/207/EHS)

1. UCEL A OBLAST POUZITIA

Tato metoda opisuje dokaz a dve stanovenia podla toho, ¢i su pritomné donory formaldehydu
(zlt€eniny uvolnujiice formaldehyd). Je pouzitelna na vSetky kozmetické vyrobky.

1.1. Dékaz

1.2. VSeobecné kolorimetrické stanovenie s pentan-2,4-diénom

Tato metéda sa pouzije, ak sa formaldehyd pouziva sam alebo spolu s inymi konzervaénymi
latkami, ktoré nie su donormi formaldehydu. V ostatnych pripadoch, a ked vysledok prevysuje
najvyssiu pripustnu koncentraciu, musi sa pouzit na potvrdenie nasledujiica metoda.

1.3. Stanovenie v pritomnosti donorov formaldehydu

Pri vySSie opisanej metode (1.2.) sa pocas derivacie Stiepia donory formaldehydu, ¢o vedie k prilis
vysokym vysledkom (polymerizovany formaldehyd a formaldehyd viazany v zluéeninach). Volny
formaldehyd je potrebné oddelit kvapalinovou chromatografiou.

2. DEFINICIA

Obsah volného formaldehydu vo vzorke sa stanovi podla tejto metédy a vyjadri sa v hmotnostnych
percentach.

3. DOKAZ

3.1. Princip

VoIny alebo viazany formaldehyd v prostredi kyseliny sirovej zmeni farbu Schiffovho ¢inidla na
ruzovu alebo svetlofialova.

3.2. Cinidla

VsSetky cinidla musia byt analyticky Cisté a voda musi byt demineralizovana.

3.2.1. Fuchsin

3.2.2 Heptahydrat siri¢itanu sodného
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3.2.3. Koncentrovana Kyselina chlorovodikova (d*,= 1,19¢/ml)

3.2.4. Kyselina sirova, priblizne 1 M

3.2.5. Schiffovo ¢inidlo

Do kadi¢ky sa navazi 100 mg fuchsinu (3.2.1.) a rozpusti sa v 75 ml vody pri 80 °C. Po ochladeni
sa prida 2,5 g siric¢itanu sodného (3.2.2.) a doplni sa do 100 ml. Pouziva sa do dvoch tyzdnov odo
dna pripravy.

3.3. Postup

3.3.1. Do 10 ml kadicky sa navazia 2 g vzorky.

3.3.2. Pridaju sa dve kvapky kyseliny sirovej (3.2.4.) a 2 ml Schiffovho ¢inidla (3.2.5.). Toto ¢inidlo
musi byt pred pridanim uplne bezfarebné, pretrepe sa a necha sa stat 5 minut.

3.3.3. Ak sa do 5 minut pozoruje ruzové alebo svetlofialové sfarbenie, obsah formaldehydu je vyssi
ako 0,01 % a stanovi sa vSeobecnou metodou (4.), ak je to potrebné, podla (5.).

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

4.1. Princip

Formaldehyd reaguje s pentan-2,4-dibnom v pritomnosti octanu amoénneho za vzniku
3,5-diacetyl-1,4-dihydrolutidinu. Tento sa extrahuje butan-l-olom a meria sa absorbancia
extraktu pri 410 nm.

4.2. Cinidla

Vsetky ¢inidla musia byt analyticky ¢isté a voda musi byt demineralizovana.

4.2.1. Bezvody octan amonny

4.2.2. Koncentrovana kyselina octova (d>°, = 1,05 g/ml)

4.2.3. Pentan-2,4-dion, cerstvo predestilovany za znizeného tlaku 25 mm, Hg 25° — nesmie
vykazovat akukolvek absorbanciu pri 410 nm

4.2.4. Butan-1-ol

4.2.5. Kyselina chlorovodikova, 1 M

4.2.6. Kyselina chlorovodikova, priblizne 0,1 M

4.2.7. Hydroxid sodny, 1 M

4.2.8. Roztok skrobu, cerstvo pripraveny (1 g/50 ml vody) podla European Pharmacopoeia, 2.
vydanie, 1980, ¢ast I-VII-1-1

4.2.9. 37 az 40 % (m/V) formaldehyd

4.2.10. Standardny roztok jodu, 0,05 M

4.2.11. Standardny roztok tiosiranu sodného, 0,1 M

4.2.12. Pentan-2,4-dionové cinidlo

V 1 000 ml odmernej banke sa rozpusti

— 150 g octanu amoénneho (4.2.1.),

— 2 ml pentan-2,4-di6nu (4.2.3.),

— 3 ml kyseliny octovej (4.2.2.).

Doplni sa vodou do 1 000 ml (pH roztoku okolo 6,4). Toto ¢inidlo sa musi pripravovat ¢erstvé.
4.2.13. Cinidlo (4.2.12.) bez pentan-2,4-diénu

4.2.14. Standard formaldehydu - zasobny roztok

5 g formaldehydu (4.2.9.) sa vleje do 1 000 ml odmernej banky a doplni sa vodou do 1 000 ml.
Obsah formaldehydu v tomto roztoku sa stanovi nasledovne. Odoberie sa 10 ml, prida sa 25 ml
Standardného roztoku jodu (4.2.10.) a 10 ml roztoku hydroxidu sodného (4.2.7.) a necha sa stat 5
minut. Okysli sa 11 ml HCI (4.2.5.) a nadbytok jodu sa stanovi Standardnym roztokom tiosiranu
sodného (4.2.11.) s pouzitim roztoku Skrobu (4.2.8.) ako indikatora. 1 ml spotrebovaného 0,05 M
roztoku jodu (4.2.10.) zodpoveda 1,5 mg formaldehydu.

4.2.15. Standard formaldehydu - zriedeny roztok

Zasobny roztok formaldehydu sa postupne zriedi vodou najprv v pomere 1 : 20 a potom 1:100. 1
ml tohto roztoku obsahuje priblizne 1 pg formaldehydu. Vypocita sa presny obsah formaldehydu.
4.3. Pristroje a pomocky

4.3.1. Bezné laboratorne vybavenie

4.3.2. Filtraény papier na oddelenie faz Whatman 1 PS alebo jeho ekvivalent

4.3.3. Centrifuiga

4.3.4. Vodny kupel nastaveny na 60 °C

4.3.5. Spektrofotometer

4.3.6. Sklené kyvety s optickou drahou dlhou 1 cm.

4.4. Postup

4.4.1. Roztok vzorky
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Do 100 ml odmernej banky sa s presnosfou na 0,001 g navazi také mnozZstvo analyzovanej vzorky
(m v gramoch), aby odhadovany obsah formaldehydu bol asi 150 mg. Doplni sa vodou do 100 ml a
premiesa sa (roztok S). Overi sa, ¢i pH je blizke 6. Ak nie je, zriedi sa v roztoku kyseliny
chlorovodikovej (4.2.6.). Do 50 ml Erlenmeyerovej banky sa prida 10 ml roztoku S, 5 ml
pentan-2,4-dionového cCinidla (4.2.12.) a demineralizovana voda do celkového objemu 30 ml.

4.4.2. Referenc¢ny roztok

Pouzitim tohto referenéného roztoku sa vyluéia mozné rusivé vplyvy sposobené sfarbenim pozadia
skusobnej vzorky. Do 50 ml Erlenmeyerovej banky sa prida 10 ml roztoku S, 5 ml ¢inidla (4.2.13.)
a demineralizovana voda do celkového objemu 30 ml.

4.4.3. Roztok na slepy pokus

Do 50 ml Erlenmeyerovej banky sa prida 5 ml pentan-2,4-dibnového Ccinidla (4.2.12.) a
demineralizovana voda do celkového objemu 30 ml.

4.4.4. Stanovenie

4.4.4.1. Zmesi 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 mintut. Po¢as 2 minut sa nechaju ochladit v kupeli z
Iadovej vody.

4.4.4.2. Ich obsah sa prenesie do 50 ml oddelovacich lievikov obsahujucich 10 ml butan-1-olu
(4.2.4.). Kazda banka sa oplachne 3 az 5 ml vody. Zmesi sa presne 30 sekund intenzivne pretrepu
a nechaju oddelit.

4.4.4.3. Cez filtraény papier na oddelenie faz sa butan-1-olové fazy prefiltruju do meracich kyviet
(4.3.2.). Tiez sa moze pouzit odstredovanie na centrifuge (3 000 g  na 5 minut).

4.4.4.4. Pri 410 nm sa zmeria absorbancia A, extraktu roztoku vzorky zo 4.4.1. oproti extraktu

referenéného roztoku 4.4.2.
4.4.4.5. Podobne sa zmeria absorbancia A, extraktu slep€ho pokusu z 4.4.3. oproti butan-1-olu.

Poznamka - VSetky tieto operacie sa musia uskuto¢nit do 25 minut od momentu umiestnenia
Erlenmeyerovych baniek do vodného kupela pri 60°C.

4.4.5. Kalibracna krivka

4.4.5.1. Do 50 ml Erlenmeyerovej banky sa prida 5 ml zriedeného Standardného roztoku podla
4.2.15., 5 ml pentan-2,4-dionového cinidla (4.2.12.) a demineralizovana voda do celkového objemu
30 ml.

4.4.5.2. Pokracuje sa podla 4.4.4. a zmeria sa absorbancia oproti butan-1-olu (4.2.4.).

4.4.5.3. Postup sa zopakuje s 10, 15, 20 a 25 ml zriedeného Standardného roztoku (4.2.15.).
4.4.5.4. Na ziskanie nulovej hodnoty zodpovedajucej sfarbeniu ¢inidiel sa postupuje ako v 4.4.4.5.
4.4.5.5. Po odcitani nulovej hodnoty od kazdej z absorbancii ziskanych v 4.4.5.1. a 4.4.5.3. sa
zostroji kalibra¢na krivka. Beerov zakon plati do 30 mg formaldehydu.

4.5. Vypocty

4.5.1. Od A, sa odpocita A, a z kalibracnej krivky (4.4.5.5.) sa odcita mnozstvo C formaldehydu v
roztoku vzorky (4.4.1.) v mikrogramoch.

4.5.2. Obsah formaldehydu vo vzorke v hmotnostnych percentach sa vypocita podla vzorca

C
10°<m

% formaldehydu =

kde

m je hmotnost skuSobnej vzorky (4.4.1.) v gramoch.

4.6. Opakovatelnost?)

Pri obsahu formaldehydu 0,2 % pre kolorimetrické stanovenie s pentan-2,4-dibnom nesmie rozdiel
medzi vysledkami dvoch paralelne uskuto¢nenych stanoveni na tej istej vzorke presiahnut 0,005
%. Ak stanovenie volného formaldehydu poskytne vysledky vacsie, ako je maximalny obsah podla
osobitného predpisu,?) a to

(a) medzi 0,05 % a 0,2 % v neoznacenych vyrobkoch,

(b) vacsie ako 0,2 % vo vyrobkoch oznacenych aj neoznacenych,

musi sa pouZit niZSie opisany postup podla 5.

5. STANOVENIE V PRITOMNOSTI DONOROV FORMALDEHYDU
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5.1. Princip

Oddeleny formaldehyd sa reakciou s pentan-2,4-dibnom v reaktore zaradenom za kolénou
prevedie na zlty lutidinovy derivat a ziskany derivat sa detekuje absorbanciou pri 420 nm.
5.2. Cinidla

Vsetky ¢inidla musia byt analyticky ¢isté a voda musi byt demineralizovana.

5.2.1. Voda cistoty pre HPLC alebo rovnocennej kvality

5.2.2. Bezvody octan amonny

5.2.3. Koncentrovana kyselina octova

5.2.4. Pentan-2,4-dion (uskladneny pri 4 °C)

5.2.5. Bezvody hydrogenfosforeénan sodny

5.2.6. 85 % kyselina trihydrogenfosforecna, (d>°, = 1,7 g/ml)

5.2.7. Metanol cistoty pre HPLC

5.2.8. Dichlérmetan

5.2.9. 37 az 40 % (m/V) formaldehyd

5.2.10. Hydroxid sodny, 1 M

5.2.11. Kyselina chlorovodikova, 1 M

5.2.12. Kyselina chlorovodikova, 0,002 M

5.2.13. Roztok Skrobu cerstvo pripraveny podla European Pharmacopoeia (4.2.8.)

5.2.14. Standardny roztok jodu, 0,05 M

5.2.15. Standardny roztok tiosiranu sodného, 0,1 M

5.2.16. Mobilna faza

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

5.2.17. Cinidlo na reakciu po chromatografii

V 1 000 ml odmernej banke sa rozpusti 62,5 g octanu amoénneho (5.2.2.), 7,5 ml kyseliny octovej
(5.2.3.), 5 ml pentan-2,4-diénu (5.2.4.). Doplni sa vodou (5.2.1.) do 1 000 ml. Toto c¢inidlo sa
uschova v tme. Doba skladovania je maximalne tri dni pri 25 °C. Nesmie byt pozorovana zmena
sfarbenia.

5.2.18. Standard formaldehydu - zasobny roztok

10 g formaldehydu (5.2.9.) sa vleje do 1 000 ml odmernej banky a doplni sa vodou do 1 000 ml.
Stanovenie obsahu formaldehydu

Odoberie sa 5 ml, prida sa 25 ml Standardného roztoku jodu (5.2.14.) a 10 ml roztoku hydroxidu
sodného (5.2.10.) a necha sa stat 5 minuat. Okysli sa 11 ml HCI (5.2.11.) a nadbytok §tandardného
roztoku jodu (5.2.14.) sa titruje Standardnym roztokom tiosiranu sodného (5.2.15.) s pouzitim
roztoku Skrobu (5.2.13.) ako indikatora. 1 ml roztoku jodu (5.2.14.) zodpoveda 1,5 mg
formaldehydu.

5.2.19. Standard formaldehydu - zriedeny roztok

Zasobny roztok sa zriedi mobilnou fazou (5.2.16.) na 1/100 jeho poévodnej koncentracie. 1 ml tohto
roztoku obsahuje priblizne 37 mg formaldehydu. Vypocita sa jeho presny obsah.

5.3 Pristroje a pomocky

5.3.1. Bezné laboratorne vybavenie

5.3.2. HPLC bezpulzna pumpa

5.3.3. Nizkotlakova bezpulzna pumpa pre ¢inidlo (alebo druha HPLC pumpa)

5.3.4. Davkovaci ventil s 10 ml sluckou

5.3.5. Reaktor na zaradenie za kolonu z nasledujucich sucasti (obrazok ¢. 1)

—jedna 1-litrova trojhrdlova banka,

— vyhrievacie hniezdo pre 1-litrovii banku,

— dve Vigreuxove kolony minimalne s 10 etazami, dve vzduchom chladeneé,

- rarka z nehrdzavejucej ocele (na vymenu tepla) 1,6 mm - vnutorny priemer 0,23 mm, dizka 400
mm,

— teflonova hadica 1,6 mm - vnutorny priemer 0,30 mm, dizka 5 m (,franctizske hackovanie®, pozri
bod 6),

— jedna spojka T bez akéhokolvek mitveho objemu (Valco alebo ekvivalent),

— tri spojky bez akéhokolvek mritveho objemu alebo

— jedna suprava Applied Biosystems PCRS 520 na zaradenie za kolonu alebo ekvivalent vybavena 1
ml reaktorom.

5.3.6. Membranovy filter, velkost pérov 0,45 mm (pozri obrazok ¢. 2).

5.3.7. Napln SEP-PAK ® C18 alebo ekvivalent

5.3.8. Hotové komercné kolony
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— Bischoff hypersil RP 18 (typ NC, katalégové &islo C 25.46 1805) (5 mm, dlzka 250 mm, vnutorny
priemer 4,6 mm) alebo

— Dupont, Zorbax ODS (5 mm, dizka 250 mm, vnuitorny priemer 4,6 mm), alebo

— Phase SEP, spherisorb ODS 2 (5 mm, dizka 250 mm, vntutorny priemer 4,6 mm).

5.3.9. Predkolona

Bischoff K1 hypersil RP 18 (kataloégové &islo K1 G 6301 1805) 5 mm, dizka 10 mm alebo
ekvivalent.

5.3.10. Kolona a predkolona sa spoja prostrednictvom systému Ecotube (katalogové cislo A
15020508 Bischoff) alebo ekvivalentu.

5.3.11. Aparatura (5.3.5.) sa zostavi podla blokovej schémy (pozri obrazok ¢. 1 a 2). Prepojenia za
davkovacim ventilom musia byt ¢o najkratsie. V tomto pripade je rarka z nehrdzavejucej ocele
medzi vystupom z reaktora a vstupom detektora urcena na ochladenie zmesi pred detekciou a
teplota detektora nie je znama, ale je konstantna.

5.3.12. UV-VIS detektor

5.3.183. Zapisovac

5.3.14. Centrifuiga

5.3.15. Ultrazvukovy kupel

5.3.16. Vibracné miesadlo (vortex alebo ekvivalent)

Obrazok ¢. 1: Reaktor za kolénou (pozri vysvetlivky)

13
&
F-|
117
12
1 O }
2 3
Obrazok ¢. 2: Membranovy filter (pozri vysvetlivky)
10
5 S 6
‘ & 12
2
1 4
|
Eluéné ¢inidlo Cinidlo

Vysvetlivky:
1 HPLC pumpa
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2 Davkovaci ventil

3 Kol6na s predkolonou

4 Pumpa na ¢inidlo

5 T spojka bez mrtveho objemu

5 T spojka (Vortex)

6,6 Spojka bez mrtveho objemu

7 ,Francuzske hackovanie®

7 Reaktor

8 Trojhrdlova banka s vriacou vodou

9 Vyhrievacie hniezdo

10 Chladivo

11 Ruarka z nehrdzavejiicej ocele na vymenu tepla

11 Vymennik tepla

12 UV-VIS detektor

13 Jedna suprava PCRS 520 na zaradenie za kolonu

5.4. Postup

5.4.1. Kalibra¢na krivka sa zostroji nanesenim ploch pikov ako funkcie koncentracie roztokov
zriedeného Standardu formaldehydu. Zriedenim referenéného roztoku formaldehydu (5.2.19.)
mobilnou fazou (5.2.16.) sa pripravia standardné roztoky

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

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

— 5 ml roztoku (5.2.19.) sa zriedi do 25 ml (priblizne 740 ng/100 ml),

— 5 ml roztoku (5.2.19.) sa zriedi do 20 ml (priblizne 925 ng/100 ml).

Standardné roztoky sa uchovavaju jednu hodinu pri laboratornej teplote a musia byt cerstvo
pripravené. Linearita kalibracnej krivky je dobra pre koncentracie medzi 1 a 15 ng/ml.

5.4.2. Priprava vzorky

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

Do zazatkovanej 100 ml banky sa s presnostou na 0,001 g navazi mnozstvo skusobnej vzorky (m v
gramoch) zodpovedajuce odhadovanému obsahu 100 pg formaldehydu. Prida sa presne
odmeranych 20 ml dichléormetanu (5.2.8.) a 20 ml kyseliny chlorovodikovej (5.2.12.). Fazy sa
oddelia odstredenim na centrifuige (3 000 g na 2 minuty). Zatial sa kolona (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
vodnej fazy obsahujucej extrakt. Prvé 2 ml sa vyleju a zachyti sa nasledujuca frakcia.

5.4.2.2. Lotiony, Sampony

Do zazatkovanej 100 ml banky sa s presnostou na 0,001 g navazi mnozstvo skusobnej vzorky (m v
gramoch) zodpovedajiice odhadovanému obsahu okolo 500 pg formaldehydu. Doplni sa mobilnou
fazou (5.2.16.) do 100 ml. Prefiltruje sa cez filter (5.3.6.) a nadavkuje sa alebo sa necha pretiect
naplnou (5.3.7.) upravenou ako v predchadzajiicom pripade (5.4.2.1.). VSetky roztoky sa musia
nadavkovat hned po priprave.

5.4.3. Podmienky pre chromatografiu

— prietokova rychlost mobilnej fazy 1 ml/min,

— prietokova rychlost ¢inidla 0,5 ml/min,

— celkova prietokova rychlost cez vystup detektora 1,5 ml/min,

— davkovany objem 10 ul,

— elucna teplota — v pripade komplikacie pri separacii sa kolona ponori do kapela z topiaceho sa
Iadu a pocka sa, kym sa teplota ustali (15 — 20 min),

— teplota reaktora zaradeného za kolonu: 100 °C,

— detekcia 420 nm.

Cela sustava na chromatografiu a naslednu reakciu sa po pouziti musi preplachnut vodou (5.2.1.).
Ak sa sustava nepouzije dlhSie ako dva dni, po premyti vodou musi nasledovat premytie
metanolom (5.2.7.). Pred opatovnym pripravenim na pouZzitie sa cez sustavu necha pretiect voda,
aby sa zabranilo krystalizacii.

5.5. Vypocet obsahu formaldehydu v % (hmot.) podla vzorca pre

Emulzie (5.4.2.1.)
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Cx10°%x100 _Cx10™
om Sm

Lotiony, Sampoény

Cx10°x100 Cx10™
Il 1901

kde

m je hmotnost analyzovanej vzorky v g (5.4.2.1.),

C je koncentracia formaldehydu od¢itana z kalibracnej krivky (5.4.1.) v ug/100 ml.

5.6. Opakovatelnost 2)

Pri obsahu formaldehydu 0,05 % nesmie rozdiel medzi vysledkami dvoch paralelne uskuto¢nenych
stanoveni na tej istej vzorke presiahnut 0,001 %.

Pri obsahu formaldehydu 0,2 % nesmie rozdiel medzi vysledkami dvoch paralelne uskuto¢nenych
stanoveni na tej istej vzorke presiahnut 0,005 %.

6. NAVOD NA ,FRANCUZSKE HACKOVANIE*

6.1. Pomocky

a) drevena navijacia cievka s vonkajsim priemerom 5 cm, s kruhovym otvorom s priemerom 1,5 cm
v strede cievky, vybavena 4 ocelovymi klincami (podla zobrazenia na obrazkoch ¢. 3 a 4).
Vzdialenost medzi dvoma klincami musi byt 1,8 cm a musia byt vzdialené 0,5 cm od kruhového
otvoru,

b) jedna neohybna ihla (hackovacieho typu) do slucky teflénovej hadice,

c) 5 m teflonovej hadice s vonkajSim priemerom 1,6 mm a vnutornym priemerom 0,3 mm.

6.2. Postup

Pri . franctuzskom hackovani® sa teflonova hadica najprv prevlecie cez kruhovy otvor v strede cievky
zvrchu nadol (asi 10 cm hadice sa necha vy¢nievat z dolného otvoru cievky, aby bolo mozné nan
prichytit refaz pocas procesu hackovania). Potom sa hadica striedavo ovinie okolo 4 klincov podla
zobrazenia na obrazku ¢. 5. Vrch a spodok franciizskeho hackovania sa ochrani kovovymi
krazkami a pritlacnymi skrutkami. Je potrebné dat pozor, aby sa pri utahovani neprerazil teflon.
Hadica sa ovinie okolo kazdého klinca po druhy raz a podla nasledujiceho postupu sa spravia
»,0Cka“. Dolna hadica sa hacikom prelozi ponad hornt hadicu (obrazok ¢. 6). Tento proces sa
zopakuje postupne na kazdom klinci (1, 2, 3, 4 proti smeru hodinovych ruciciek), kym sa nevytvori
5 m alebo ina pozadovana dizka hac¢kovania. Asi 10 cm hadice sa necha na ukonéenie hackovania.
Na ukoncenie retaze sa hadica prevlecie cez kazdu zo Styroch sluciek a jemne sa pritiahne.
Poznamka: Vyrabané francuzske hackovanie pre reaktory na zaradenie za kolénu je dostupné na
trhu (Supelco).

Obrazok ¢. 3: Schematické zobrazenie cievky
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Obrazok ¢. 5: Prva hadica

Obrazok ¢. 6: Druha hadica. Na vytvorenie ,ocka“ sa dolna hadica (plna ¢iara) prelozi ponad hornu
hadicu (prerusovana ciara)
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Y o o mm w—— -

Obrazok ¢. 7

12. STANOVENIE REZORCINOLU V SAMPONOCH A VLASOVYCH LOTIONOCH

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

1. UCEL A OBLAST POUZITIA

Tato metéda presne urcuje stanovenie rezorcinolu v Sampoénoch a vlasovych lotionoch pomocou
plynovej chromatografie. Tato metéda je vhodna pri jeho obsahu vo vzorke od 0,1 do 2 %
hmotnosti.

2. DEFINICIA

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

3. PRINCIP

Rezorcinol a 3,5-dihydroxytoluén (5-metylbenzén-1,3-diol) pridané do vzorky ako vnutorny
Standard sa oddelia od vzorky tenkovrstvovou chromatografiou. Obe zluceniny sa izoluju
zoSkrabanim ich skvin z tenkovrstvovej platne a extrakciou metanolom. Nakoniec sa extrahované
zluiceniny vysusia, nasilyluji a stanovia sa plynovou chromatografiou.

4. CINIDLA

VSetky c¢inidla musia byt analyticky Cisté.

4.1. 25 % (hmot.) kyselina chlorovodikova

4.2. Metanol

4.3. 96 % (obj.) etanol

4.4. Hotové komercné silikagélové TLC platne (na plastovom alebo hlinikovom podklade) s
fluorescencénym indikatorom

Deaktivuju sa takto: platne potiahnuté silikagélom sa postriekaju vodou do lesklého vzhladu a
nechaju sa 1 az 3 hodiny vysusit na vzduchu pri laboratérnej teplote.

Poznamka: Ak platne nie sii deaktivované, méze dochadzat k ireverzibilnej adsorpcii rezorcinolu na
silikagél.

4.5. Vyvijacie rozpustadlo

Aceton/chloroform/kyselina octova (obj. diely 20 : 75 : 5)

4.6. Referenc¢ny roztok rezorcinolu

400 mg rezorcinolu sa rozpusti v 100 ml 96 % etanolu (4.3.), 1 ml zodpoveda 4 000 pg rezorcinolu.
4.7. Roztok vnutorného Standardu

400 mg 3,5-dihydroxytoluénu (DHT) sa rozpusti v 100 ml 96 % etanolu (4.3.). 1 ml zodpoveda 4
000 mg DHT.
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4.8. Standardna zmes — v 100 ml odmernej banke sa zmiesa 10 ml roztoku (4.6.) a 10 ml roztoku
(4.7.), doplni sa po znacku 96 % etanolom (4.3.) a premieSa sa. 1 ml zodpoveda 400 mg rezorcinolu
a 400 pg DHT.

4.9. Silylacné cinidla

4.9.1. N,O-bis(trimetylsilyl)trifluéracetamid (BSTFA)

4.9.2. Hexametyldisilazan (HMDS)

4.9.3. Trimetylchlorsilan (TMCS)

5. PRISTROJE A POMOCKY

5.1. Bezné zariadenie na tenkovrstvovua a plynova chromatografiu

5.2. Laboratorne sklo

6. POSTUP

6.1. Priprava vzorky

6.1.1. Do 150 ml kadicky sa navazi (m v gramoch) priblizne 20 az 50 mg rezorcinolu.

6.1.2. Okysli 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.) a premiesa sa. S etanolom
(4.3.) sa prenesie do 100 ml odmernej banky, doplni sa etanolom po znacku a premiesa sa.

6.1.3. 250 ml roztoku (6.1.2.) sa nanesie na deaktivovanu silikagélova platnu (4.4.) vo forme
suvislej ¢iary, dlhej priblizne 8 cm. Treba si dat pozor, aby bola ¢iara ¢o najtensia.

6.1.4. Na tu ista platnu sa rovnakym spdésobom (6.1.3.) nanesie 250 ul referenéného roztoku
(4.8.).

6.1.5. Na dva body Startovacej Ciary sa nanesie po 5 ul z kazdého z roztokov 4.6. a 4.7. na
ulahcenie lokalizacie Skvin po vyvinuti platne.

6.1.6. Platna sa necha vyvinut v parami nenasytenej vyvijacej komore naplnenej vyvijacim
rozpustadlom 4.5., kym c¢elo rozpustadla nedosiahne uroven 12 cm od Startovacej Ciary, ¢o
zvyCajne trva 45 minut. Platiia sa vysusi na vzduchu a oblast rezorcinolu/DHT sa lokalizuje pod
kratkovinnym UV ziarenim (254 nm). Tieto dve zluceniny maju priblizne rovnaké R; hodnoty.

Skvrny sa oznacia ceruzkou vo vzdialenosti 2 mm od vonkajsej tmavej linie ohranicujucej skvrny.
Oznacené oblasti sa zoSkrabu a adsorbent z kazdej Skvrny sa zozbiera do 10 ml flaSe.

6.1.7. Adsorbent obsahujuci vzorku a adsorbent obsahujuci referenénu zmes sa extrahuju
nasledujucim sposobom: pridaju sa 2 ml metanolu (4.2.) a extrahuje sa za staleho mieSania 1
hodinu. Prefiltruje sa a extrakcia sa opakuje s 2 ml metanolu dalsich 15 minut.

6.1.8. Extrakty sa spoja a rozpustadlo sa odpari cez noc do sucha vo vakuovom exsikatore
naplnenom vhodnym susidlom. Nesmie sa pouzit Ziaden zdroj tepla.

6.1.9. Zvysok (6.1.8.) sa silyluje sposobom uvedenym v 6.1.9.1. a 6.1.9.2.

6.1.9.1. Mikrostriekackou sa prida 200 ul BSTFA (4.9.1.) a zmes sa necha v uzavretej nadobe
pocas 12 hodin pri laboratornej teplote.

6.1.9.2. Jeden po druhom sa mikrostriekackou prida 200 ul HMDS (4.9.2.) a 100 ul TMCS (4.9.3.)
a zmes sa v uzavretej nadobe zahrieva 30 mintut na 60 °C. Zmes sa ochladi.

6.2. Plynova chromatografia

6.2.1. Chromatografické podmienky

Kol6éna musi poskytovat rozliSenie R minimalne 1,5 podla vzorca

- 2d(ry-1;)

W, +Ww,

su retencné casy dvoch pikov v mintutach,
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rar, je sirka tych istych pikov v polovicnej vySke v mm,

d je rychlost zapisovac¢a v mm za minutu.

Zistilo sa, Ze nasledujuca koléna a podmienky pre plynovii chromatografiu su vhodné
Kolona

Material nehrdzavejica ocel

Dizka 200 cm

Vnutorny priemer ~ 3 mm

Napln 10 % OV - 17 na Chromosorb WAW, 100 az 120 mesh

Plamenovo-ionizacny detektor

Teploty

Koléna 185 °C (izotermicky)
Detektor 250 °C

Vstrekovaci ventil 250 °C

Nosny plyn dusik

Prietok 45 ml/min

Prietok vodika a vzduchu treba nastavit podla pokynov vyrobcu.

6.2.2. Do plynového chromatografu sa vstrekne 1 az 3 ul roztoku pripraveného podla 6.1.9. Pre
kazdy roztok (6.1.9.) sa uskutocni 5 nastrekov; meria sa plocha pikov, vypocita sa priemerna
hodnota a pomer plochy pikov S = plocha piku rezorcinolu/plocha piku DHT.

7. VYPOCET

Obsah rezorcinolu vo vzorke vyjadreny v hmotnostnych percentach je dany vztahom:

. 4 S
% rezorcinolu = —x veorky :

M S

Standardnej zmesi

kde
M je mnozstvo skusSobnej vzorky v gramoch (6.1.1.),

szorky je priemerny pomer plochy pikov podla 6.2.2. pre roztok vzorky,

Sétandardnej smesi JE Priemerny pomer plochy pikov podla 6.2.2. pre Standardnu zmes.

8. OPAKOVATELNOST?)

Pri obsahu rezorcinolu okolo 0,5 % nesmie rozdiel medzi vysledkami dvoch paralelne
uskutoénenych stanoveni na tej istej vzorke presiahnut v absolutnej hodnote 0,025 %.

13. STANOVENIE METANOLU V POMERE K ETANOLU ALEBO PROPAN-2-OLU

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

1. UCEL A OBLAST POUZITIA

Tato metéda opisuje analyzu metanolu plynovou chromatografiou vo vsetkych druhoch
kozmetickych vyrobkov vratane aerosé6lov. MézZe byt stanoveny relativny obsah 0 az 10 %.

2. DEFINICIA

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

3. PRINCIP

Stanovenie sa uskutocni plynovou chromatografiou.

4. CINIDLA

Pouziju sa iba analyticky Cisté ¢inidla.

4.1. Metanol

4.2. Absolutny etanol

4.3. Propan-2-ol
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4.4. Chloroform zbaveny alkoholov premytim vodou

5. PRISTROJE A POMOCKY

5.1. Plynovy chromatograf s tepelnovodivym detektorom (katarometrom) pre aerosélové vzorky
Plynovy chromatograf s plamenovo-ionizaénym detektorom pre neaerosoélové vzorky

5.2. Odmerné banky, 100 ml

5.3. Pipety, 2 ml, 20 ml a O az 1 ml

5.4. Mikrostriekacky, O az 100 pl a O az 5 pul a (iba pre aerosdlové vzorky) — Specialna
vzduchotesna striekacka so zastuvacim ventilom (obrazok ¢. 5 — Laboratorna priprava skusobnych
vzoriek)

6. POSTUP

6.1. Priprava vzorky

Z aerosoOlovych vzoriek sa pripravuju vzorky podla casti 2 tejto prilohy a potom sa analyzuju
plynovou chromatografiou za podmienok v 6.2.1. Z neaerosolovych vzoriek sa pripravuju vzorky
podla uvedenej casti 2, zriedia sa vodou na hladinu 1 az 2 % etanolu alebo propan-2-olu a potom
sa analyzuju plynovou chromatografiou za podmienok uvedenych v 6.2.2.

6.2. Plynova chromatografia

6.2.1. Pre aerosolové vzorky sa pouziva tepelnovodivy detektor (katarometer).

6.2.1.1. Pouzije sa kolona naplnena 10 % Hallcomidom M18 na Chromosorb WAW, 100 az 200
mesh.

5 dr,-dr,

R

—
W, +W
| 2
kde
r ar, su retencné casy dvoch pikov v minutach,
W, aw, je sirka tych istych pikov v polovi¢nej vyske v mm,
d je rychlost zapisovac¢a v mm za minutu.

6.2.1.3. Nasledujuce podmienky umoznuju dosiahnut uvedené rozliSenie

Kol6ona

Material nehrdzavejuca ocel
Dizka 3,5m
Priemer 3 mm
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

6.2.2. Pre neaerosolové vzorky
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6.2.2.1. Pouzije sa kolona naplnena Chromosorbom 105 alebo Porapakom QS a detektor
plamenovo-ionizacny.
6.2.2.2. Koléna musi poskytovat rozliSenie R rovné alebo vacsie ako 1,5 podla vzorca

R dr,-dT,

2 ,
W. +W
1 2
kde
r ar, su retencné casy dvoch pikov v minutach,
W, aw, je sirka tych istych pikov v polovi¢nej vyske v mm,
d je rychlost zapisovac¢a v mm za minutu.

6.2.2.3. Nasledujuce podmienky umoznuju dosiahnut uvedené rozliSenie

Kol6ona

Material nehrdzavejtica ocel
Dlzka 2 metre
Priemer 3 mm
Citlivost elektrometra 8x 1010 A
Plyny

Nosny dusik

Tlak 2,1 bar
Prietok 40 ml/min.
Pomocny plyn vodik

Tlak 1,5 bar
Prietok 20 ml/min
Teploty

Vstrekovaci ventil 150 °C
Detektor 230 -C

Ohrev kolony 120 az 130 °C

7. KALIBRACNY GRAF

7.1. Pri postupe pre plynova chromatografiu 6.2.1. (koléna Hallcomid M18) sa pouziju nasledujuce
referencné zmesi. Tieto zmesi sa pripravia meranim pipetami. Presné mnozstvo sa zisti okamzitym
vazenim pipety alebo banky po kazdom pridani.

Relativny obsah Metanol Etanol alebo Chloroform

(% hmotn.) (ml) propan-2-ol pridany do objemu
(ml) (ml)

Priblizne 2,5 0.5 20 100

Priblizne 5,0 1,0 20 100
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Priblizne 7,5 1,5 20 100
Priblizne 10 2,0 20 100

Do chromatografu sa nastrekni 2 az 3 upl podla 6.2.1. Vypoc¢ita sa pomer ploch pikov
(metanol/etanol alebo metanol/propan-2-ol) pre kazdu zmes. Zostroji sa kalibra¢ny graf, kde sa
vynesie na

os X % metanolu v pomere k etanolu alebo propan-2-olu,

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

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

Relativny obsah Metanol Etanol Chloroform

(% hmotn.) (ml) alebo propan-2-ol pridany do objemu
(ml) (ml)

Priblizne 2,5 50 2 100

Priblizne 5,0 100 2 100

Priblizne 7,5 150 2 100

Priblizne 10 200 2 100

Do chromatografu sa nastreknu 2 az 3 pl za podmienok v 6.2.2.Vypocita sa pomer ploch pikov
(metanol/etanol alebo metanol/propan-2-ol) pre kazdu zmes. Zostroji sa kalibrac¢ny graf, kde sa
vynesie na

os X percento metanolu v pomere k etanolu alebo propan-2-olu,

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

7.3. Kalibraény graf musi byt priamka.

8. OPAKOVATELNOST?)

Pri obsahu metanolu 5 % v pomere k etanolu alebo propan-2-olu nesmie rozdiel medzi vysledkami
dvoch paralelne uskutocnenych stanoveni na tej istej vzorke presiahnut 0,25 %.

14. STANOVENIE DICHLORMETANU A 1,1,1-TRICHLORETANU

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

1. ROZSAH A OBLAST POUZITIA

Tato metoda opisuje stanovenie dichlérmetanu (metylénchloridu) a 1,1,1-trichloretanu
(metylchloroformu) vo vSetkych kozmetickych vyrobkoch, ktoré mézu obsahovat tieto rozpustadla.
2. DEFINICIA

Obsah dichlérmetanu a 1,1,1-trichléretanu stanoveny vo vzorke podla tejto metody sa vyjadri v
hmotnostnych percentach.

3. PRINCIP

Tato metoda vyuziva plynova chromatografiu s chloroformom ako vnutornym Standardom.

4. CINIDLA

VSetky cinidla musia byt analyticky Cisté.

4.1. Chloroform (CHCL,)

4.2. Chlorid uhlicity (CCl,)

4.3. Dichlérmetan (CH,CL)

4.4. 1,1,1-trichloretan (CH,CCl,)

4.5. Aceton

4.6. Dusik

5. PRISTROJE A POMOCKY

5.1. Bezné laboratérne vybavenie

5.2. Plynovy chromatograf vybaveny tepelnovodivostnym detektorom

5.3. Flasa na prenesenie vzorky 50 az 100 ml (podla 5.3. ,Laboratérna priprava skusSobnych
vzoriek")

5.4. Tlakova injek¢na striekacka 25 az 50 ml (podla 5.4.2.2. ,Laboratérna priprava skuSobnych
vzoriek"®)

6. POSTUP

6.1. Vzorka, ktora nie je pod tlakom
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Vzorka sa presne navazi do konickej banky so zatkou, prida sa presne navazené mnozstvo
chloroformu (4.1.) ako vnutorny Standard, zodpovedajuce predpokladanému mnozstvu
dichlérmetanu a 1,1, 1-trichléretanu obsiahnutému vo vzorke, a dékladne sa premiesa.

6.2. Vzorka pod tlakom

Pouzije sa postup ,Odber vzoriek® s nasledujucimi apravami.

6.2.1. Po preneseni vzorky do flase (5.3.) sa prida objem chloroformu (4.1.) ako vnutorny Standard,
zodpovedajuci predpokladanému mnozstvu dichlormetanu a/alebo 1,1,1-trichloretanu,
obsiahnutému vo vzorke. Dokladne sa premiesa. Mitvy objem ventilu sa preplachne 0,5 ml
chloridu uhlié¢itého (4.2.). Po vysuSeni sa z rozdielu hmotnosti presne stanovi hmotnost pridaného
vnutorného Standardu.

6.2.2. Po naplneni striekac¢ky vzorkou sa Spicka striekacky musi vyplachnut priudom dusika (4.6.)
tak, Ze v nej pred nastrekom vzorky do chromatografu nezostane ziadny zvysok.

6.2.3. Po odobrati kazdej vzorky sa povrch ventilu a prenasacej casti niekolkokrat preplachne
acetonom (4.5.) s pouzitim injekcnej striekacky, ak sa to vyzaduje, a potom sa dokladne vysusi
dusikom (4.6.).

6.2.4. Pre kazdu analyzu sa uskutoénia merania s pouzitim dvoch réznych flias na prenasanie
vzoriek a pre kazdu flasu sa vykona 5 merani.

7. PODMIENKY NA CHROMATOGRAFIU

7.1. Predkolona

Material kolony nehrdzavejiica ocel

Dizka 300 mm

Priemer 3 az 6 mm

Napln rovnaky material, akym je naplnena analyticka kol6na
7.2. Kolona

Stacionarna faza vyrobena z Hallcomidu M 18 na Chromosorb. Koléna musi poskytovat rozliSenie
R rovnajuce sa alebo vacsie ako 1,5 podla vzorca

R I,—TI,

2 ,

1 )
kde
r, ar, su retencné casy v minutach,
W, aw, je sirka pikov v polovi¢nej vyske piku v milimetroch,
d je rychlost zapisovaca v milimetroch za minutu.

7.2. Ako priklady st uvedené kolony, ktoré poskytuji dané vysledky.

Kolona I II

Material nehrdzavejuca ocel nehrdzavejuca ocel
Dizka 350 cm 400 cm

Priemer 3 mm 6 mm

Nosic I II

Chromosorb WAW WAW-DMCS-HP
Zrnitost 100 - 120 mesh 60 - 80 mesh
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Stacionarna faza |Hallcomid M 18, 10 % |Hallcomid M 18, 20 %

Teplotné podmienky sa mé6zu lisit v zavislosti od pouzitého pristroja.
Na prikladoch su nastavené takto:

Koléna I |II

Teploty

Koléna 65 °C 75 °C
Davkovaci ventil 150 °C 125 °C
Detektor 150 °C 200 °C
Nosny plyn I 11
Prietokova rychlost hélia 45 ml/min. 60 ml/min.
Vstupny tlak 2,5 bar 2 bar
Nastrek 15 pl 15 pl

8. ZMES NA STANOVENIE ODOZVOVEHO FAKTORA

Do koénickej banky so zatkou sa presnym navazenim pripravi zmes obsahujuca

— dichlérmetan (4.3.), 30 % (hmot.),

—1,1,1-trichléretan (4.4.), 35 % (hmot.),

— chloroform (4.1.), 35 % (hmot.).

9. VYPOCTY

9.1. Vypocet odozvového faktora latky ..p“ vo vztahu k latke ,a“ zvolenej ako vnutorny Standard
Ak prva latka je ,p“, kde je

k, jej odozvovy faktor,
m, jej hmotnost v zmesi,
A plocha jej piku.

Ak druha latka je ,a", kde je

k, jej odozvovy faktor zvoleny ako rovnajuci sa jednej,
M, jej hmotnost v zmesi,

A, plocha jej piku,

potom

b . :
a “'p

Na prikladoch su ziskané nasledujuce hodnoty odozvovych faktorov (pre chloroform k = 1)
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dichléormetan k,=0,78 £ 0,03,
1,1,1-trichloretan k, = 1,00 + 0,08.

9.2. Vypocet hmotnostnych percent dichlormetanu a 1,1,1-trichléretanu pritomnych v
analyzovanej vzorke,

ak

m, je hmotnost pridaného chloroformu v gramoch,
M, je hmotnost analyzovanej vzorky v gramoch,
A, je plocha piku chloroformu,

A je plocha piku dichlérmetanu,

A, je plocha piku 1,1, 1-trichloretanu,

potom

%CH,CI, = maxil XEX 100
‘ ax ]

m, x A, xk,x100
A, xM,_ '

%CH,CCI, =

10. OPAKOVATELNOST?)

Pri obsahu dichléormetanu a/alebo 1,1,1-trichléretanu 25 % (hmot.) nesmie rozdiel medzi
vysledkami dvoch paralelne uskutoénenych stanoveni na tej istej vzorke presiahnut absolutnu
hodnotu 2,5 % (hmot.).

15. DOKAZ A STANOVENIE CHINOLIN-8-OLU A BIS(8-HYDROCHINOLINIUM)-SULFATU

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

1. ROZSAH A OBLAST POUZITIA

Tato metoda opisuje dokaz a kvantitativne stanovenie chinolin-8-olu a jeho sulfatu.

2. DEFINICIA

Obsah chinolin-8-olu a bis(8-hydroxychinolinium)-sulfatu stanoveny vo vzorke podla tejto metody
sa vyjadri v hmotnostnych percentach chinolin-8-olu.

3. PRINCIP

3.1. Dokaz

Dokazuju sa tenkovrstvovou chromatografiou.

3.2. Stanovenie

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

4. CINIDLA

Vsetky ¢inidla maju byt analyticky Cisté.

4.1. Chinolin-8-ol

4.2. Benzén

Vzhladom na jeho jedovatost je potrebné pracovat s nim velmi opatrne.

4.3. Chloroform

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

4.5. Pentahydrat siranu mednatého

4.6. Vinan draselno-sodny
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4.7. 1 M kyselina chlorovodikova

4.8. Kyselina sirova, 0,5 M

4.9. Hydroxid sodny, 1 M roztok

4.10. Etanol

4.11. Butan-1-ol

4.12. Ladova kyselina octova

4.13. Kyselina chlorovodikova, 0,1 M

4.14. ,Celit 545" alebo jeho ekvivalent

4.15. Standardné roztoky

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

4.15.2. Do 100 ml odmernej banky sa navazi 100 mg chinolin-8-olu. Rozpusti sa v etanole (4.10.).
Doplni sa etanolom (4.10.) po znacku a premiesa sa.

4.16. Fehlingov roztok

Roztok A

Do 100 ml odmernej banky sa navazi 7 g pentahydratu siranu mednatého (4.5.), rozpusti sa v
malom mnozstve vody, doplni vodou po znacku a premiesa sa.

Roztok B

Do 100 ml odmernej banky sa navazi 35 g vinanu draselno-sodného (4.6.). Rozpusti sa v 50 ml
vody, prida sa 20 ml roztoku hydroxidu sodného (4.4.), doplni vodou po znacku a premiesa sa.
Tesne pred pouzitim sa do 100 ml odmernej banky pipetou prenesie 10 ml roztoku A a 10 ml
roztoku B a doplni sa vodou po znacku a premiesa sa.

4.17. Eluéné zmesi pre tenkovrstvova chromatografiu

I. zmes

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

II. zmes

Chloroform (4.13.)/kyselina octova (4.12.), obj. diely 95 : 5

4.18. 2,6-dichlor-4-(chloérimino)cyklohexa-2,5-dienon, 1 % (m/V) roztok v etanole (4.10.)

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

4.20. Etanol (4.10.), 30 % (obj.) roztok vo vode

4.21. Dinatrium-dihydrogen-etyléndiamintetraacetat, 5 % (hmot.) roztok vo vode

4.22. Tlmivy roztok, pH 7

Do 1 000 ml odmernej banky sa navazi 27 g bezvodého dihydrogenfosfore¢nanu draselného a 70 g
trihydratu hydrogenfosforeénanu didraselného. Doplni sa po zna¢ku vodou.

4.23. Priprava tenkovrstvovych platniciek

Hotové tenkovrstvové chromatografické platne s hrabkou 0,25 mm (napr. Merck Kieselgel 60 alebo
ich ekvivalent). Pred pouzitim sa doska postrieka 10 ml ¢inidla (4.21.) a vysusi sa pri 80 °C.

5. PRISTROJE A POMOCKY

5.1. 100 ml banka s okrithlym dnom a zabrusovym sklenym hrdlom

5.2. Odmerné banky

5.3. Delené pipety, 10 a 5 ml

5.4. Nedelené pipety, 20, 15, 10 a 5 ml

5.5. Oddelovacie lieviky, 100, 50 a 25 ml

5.6. Skladany filtra¢ny papier, priemer 90 mm

5.7. Rotacna vakuova odparka

5.8. Spatny chladi¢ so zabrusovym sklenenym hrdlom

5.9. Spektrofotometer

5.10. Kyvety s optickou drahou dlhou 10 mm

5.11. Miesadlo s vyhrevnou platnou

5.12. Sklenena chromatograficka koléna, dizka 160 mm, priemer 8 mm na spodnom ztiZenom
konci, so zatkou zo sklenej vaty a s nadstavcom na moznu aplikaciu tlaku na hornom konci

6. POSTUP

6.1. Dokaz

6.1.1. Kvapalné vzorky

6.1.1.1. Hodnota pH casti testovanej vzorky sa upravi na 7. Na Startovaciu c¢iaru na vopred
pripravenej silikagélovej tenkovrstvovej platnicke (4.23.) sa nanesie 5 a 10 ul vzorky.

6.1.1.2. Na dva dalSie body na Startovacej ciare sa nanesie 10 a 30 pl Standardného roztoku
(4.15.2.), potom sa platni¢ka necha vyvijat v jednej z dvoch elu¢nych zmesi (4.17.).
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6.1.1.3. Ked c¢elo rozpustadla dosiahne 150 mm, platnicka sa vysusi pri 110 °C (po¢as 15 mintt).
Skvrny chinolin-8-olu fluoreskuju pod ultrafialovou lampou (366 nm) nazlto.

6.1.1.4. Platnicka sa postrieka roztokom uhli¢itanu sodného (4.19.), vysusi sa a postrieka
roztokom 2,6-dichlor-4-(chlérimino)cyklohexa-2,5-dienénu (4.18.). Chinolin-8-ol sa zviditeIni ako
modra Skvrna.

6.1.2. Tuhé vzorky alebo krémy

6.1.2.1. V 5 ml tlmivého roztoku (4.22.) disperguje sa 1 g vzorky. Potom sa do oddelovacieho
lievika prenesie s 10 ml chloroformu (4.3.) a pretrepe sa. Po oddeleni chloroformovej vrstvy sa
vodna vrstva este dvakrat extrahuje 10 ml chloroformu (4.3.). Spojené a prefiltrované
chloroformové extrakty sa v 100 ml banke s okriuhlym dnom (5.1.) odparia na rotacnej vakuovej
odparke (5.7.) takmer dosucha. Odparok sa rozpusti v 2 ml chloroformu (4.3.), 10 a 30 ul
ziskaného roztoku sa nanesie na silikagélovih dosku na chromatografiu na tenkej vrstve (4.23.),
podla 6.1.1.1. a dalej.

6.1.2.2. Na platnicku sa nanesie 10 a 30 pl Standardného roztoku (4.15.2.) a pokracuje sa
postupom podla 6.1.1.2. az 6.1.1.4.

6.2. Stanovenie

6.2.1. Kvapalné vzorky

6.2.1.1. Do 100 ml banky s okrahlym dnom sa navazi 5 g vzorky. Prida sa 1 ml roztoku kyseliny
sirovej (4.8.) a zmes sa odpari za znizeného tlaku pri 50 °C takmer dosucha.

6.2.1.2. Tento zvySok sa rozpusti v 20 ml teplej vody. Prenesie sa do 100 ml odmernej banky.
Oplachne sa trikrat 20 ml vody. Doplni sa vodou do 100 ml a premieSa sa.

6.2.1.3. Do 50 ml oddelovacieho lievika (5.5.) sa pipetou prenesie 5 ml tohto roztoku. Prida sa 10
ml Fehlingovho roztoku (4.16.). Ziskany mednaty komplex chinolin-8-olu (oxin-kuprium (ISO)) sa
extrahuje trikrat 8 ml chloroformu (4.3.).

6.2.1.4. Chloroformové vrstvy sa prefiltruju a zachytavaji do 25 ml odmernej banky (5.2.). Doplnia
sa chloroformom (4.3.) po zna¢ku a premieSaju sa. Meria sa absorbancia Zltého roztoku oproti
chloroformu pri 410 nm.

6.2.2. Tuhé vzorky alebo krémy

6.2.2.1. Do 100 ml banky s okrihlym dnom (4.1.) sa navazi 0,5 g vzorky. Prida sa 30 ml benzénu
(4.2.) a 20 ml kyseliny chlorovodikovej (4.7.). Obsah sa za mieSania zahrieva na reflux poc¢as 30
minut.

6.2.2.2. Obsah banky sa prenesie do 100 ml oddelovacieho lievika (5.5.). Oplachne sa 5 ml 1 M
HCI1 (4.7.). Vodna faza sa prenesie do banky s okrahlym dnom (5.1.) a benzénova faza sa premyje 5
ml kyseliny chlorovodikovej (4.7.).

6.2.2.3. V pripade vytvorenia emulzii, co brani dalSiemu postupu, zmiesa sa 0,5 g vzorky s 2 g
Celitu 545 (4.14.), ¢im sa vytvori volne sypky prasok. Zmes sa po malych castiach prenesie do
sklenenej chromatografickej kolony (5.12.). Po kazdom pridani sa pritla¢i napln kolény. Len ¢o sa
do kolony prenesie cela zmes, eluuje sa kyselinou chlorovodikovou (4.13.) takym sposobom, aby sa
10 ml eluatu ziskalo priblizne za 10 minut (ak je to potrebné, eltcia sa moéze uskutocnif pod
miernym tlakom dusika). Po¢as elucie sa musi zabezpecit, aby nad vrstvou naplne kolony vzdy
bolo nejaké mnozstvo Kkyseliny chlorovodikovej. Prvych 10 ml eluatu sa dalej spracuje, ako je
opisané v 6.2.2.4.

6.2.2.4. Zachytené vodné fazy (6.2.2.2.) alebo eluat (6.2.2.3.) sa takmer dosucha odparia na
vakuovej rotacnej odparke za znizeného tlaku.

6.2.2.5. Zvysok sa rozpusti v 6 ml roztoku hydroxidu sodného (4.9.). Prida sa 20 ml Fehlingovho
roztoku (4.16.) a obsah banky sa prenesie do 50 ml oddelovacieho lievika (5.5.). Banka sa premyje
8 ml chloroformu (4.3.). Pretrepe sa a chloroformova faza sa prefiltruje do 50 ml odmernej banky
(5.2.).

6.2.2.6. Extrakcia sa zopakuje trikrat s 8 ml chloroformu (4.3.). Chloroformové fazy sa prefiltruju a
zachytia do 50 ml odmernej banky. Doplni sa chloroformom (4.3.) po znac¢ku a premiesa sa. Meria
sa absorbancia Zltého roztoku oproti chloroformu (4.3.) pri 410 nm.

7. KALIBRACNA KRIVKA

Do styroch 100 ml baniek s okrahlym dnom (5.1.), z ktorych kazda obsahuje 3 ml 30 % vodného
etanolu (4.20.), napipetuje sa 5, 10, 15 a 20 ml standardného roztoku (4.15.1.), zodpovedajtice 5,
10, 15 a 20 mg chinolin-8-olu. Postupuje sa, ako je opisané v 6.2.1.

8. VYPOCET

8.1. Kvapalné vzorky

Obsah chinolin-8-olu v hmotnostnych percentach v kvapalnych vzorkach sa vypocita podla vzorca
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% chinolin-8-olu = 2 . 100,
m

kde
a je mnozstvo chinolin-8-olu od¢itané z kalibra¢nej krivky (7) v miligramoch,
m je hmotnost testovanej ¢asti vzorky (6.2.1.1.) v miligramoch.

8.2. Tuhé vzorky alebo krémy
Obsah chinolin-8-olu v hmotnostnych percentach v tuhych vzorkach alebo krémoch sa vypocita

. ) | 2a
% chinolin-8-olu = —x100,
m

kde
a je mnozstvo chinolin-8-olu od¢itané z kalibra¢nej krivky (7) v miligramoch,
m je hmotnost testovanej casti vzorky (6.2.1.1.) v miligramoch.

9. OPAKOVATELNOST?)

Pri obsahu chinolin-8-olu okolo 0,3 % nesmie rozdiel medzi vysledkami dvoch paralelne
uskutocnenych stanoveni na tej istej vzorke presiahnut absoltitnu hodnotu 0,02 %.

16. STANOVENIE AMONIAKU

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

1. ROZSAH A OBLAST POUZITIA

Tato metoda opisuje stanovenie volného amoniaku v kozmetickych vyrobkoch.

2. DEFINICIA

Obsah amoniaku stanoveny vo vzorke podla tejto metody sa vyjadri v hmotnostnych percentach
amoniaku.

3. PRINCIP

Roztok chloridu barnatého sa prida do testovanej c¢asti kozmetickych vyrobkov zriedenej vo
vodnom roztoku metanolu. Akakolvek zrazenina, ktora vznikne, odfiltruje sa alebo odstredi na
centrifige. Tento postup zabranuje stratam amoniaku pocas destilacie s vodnou parou z
niektorych soli amoniaku, ako napriklad uhli¢itan alebo hydrogenuhli¢itan aménny a soli
mastnych kyselin, s vynimkou octanu amoénneho. Z filtratu alebo supernatantu sa amoniak oddeli
destilaciou s vodnou parou a stanovi sa potenciometrickou alebo inou titraciou.

4. CINIDLA

Vsetky c¢inidla maju byt analyticky Cisté.

4.1. Metanol

4.2. Dihydrat chloridu barnatého, 25 % (m/V) roztok

4.3. Kyselina trihydrogenborita, 4 % (m/V) roztok

4.4. Kyselina sirova, 0,25 M Standardny roztok

4.5. Kvapalina obmedzujiica penenie

4.6. Hydroxid sodny, 0,5 M Standardny roztok

4.7. Indikator, ak je potrebny:

5 ml 0,1 % (m/V) roztoku metylcervene v etanole sa zmieSa s 2 ml 0,1 % (m/V) roztoku
metylénovej modrej vo vode.

5. PRISTROJE A POMOCKY

5.1. Bezné laboratérne vybavenie
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5.2. Centrifiiga so 100 ml uzavierateInymi odstredivkovymi skimavkami

5.3. Aparatuara na destilaciu s vodnou parou

5.4. Potenciometer

5.5. Indikatorova sklenena elektroda a kalomelova (s chloridom ortutnym) referenéna elektroda

6. POSTUP

6.1. Do 100 ml odmernej banky sa navazi vzorka s hmotnostou (m), zodpovedajica maximalne
150 mg amoniaku.

6.2. K vzorke sa prida 10 ml vody, 10 ml metanolu (4.1.), 10 ml roztoku chloridu barnatého (4.2.) a
doplni sa do 100 ml metanolom (4.1.).

6.3. Roztok sa premiesa a necha sa stat cez noc v chladnicke (5 °C).

6.4. Potom sa eSte chladny roztok prefiltruje alebo odstredi na centrifage v uzavretych kyvetach
pocas 10 minut tak, aby sa ziskal ¢iry filtrat alebo vrstva supernatantu.

6.5. 40 ml tohto ¢ireho roztoku sa pipetou prenesie do aparatiry na destilaciu s vodnou parou
(5.3.) s pridavkom 0,5 ml kvapaliny obmedzujucej penenie (4.5.), ak je to potrebné.

6.6. Predestiluje sa a 200 ml destilatu sa zachyti do 250 ml kadicky obsahujiucej 10 ml
Standardného roztoku kyseliny sirovej (4.4.) a 0,1 ml indikatora (4.7.).

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

6.8. Poznamka

Na potenciometrické stanovenie sa 200 ml destilatu zachyti do 250 ml kadicky obsahujucej 25 ml
roztoku kyseliny trihydrogenboritej (4.3.) a titruje sa standardnym roztokom Kkyseliny sirovej (4.4.).
Zostroji sa titracna krivka.

7. VYPOCTY

7.1. Vypocet v pripade spéatnej titracie

Obsah amoniaku v hmotnostnych percentach v pripade spéatnej titracie sa vypocita podla vzorca

(20M, -V, M, )x17x100 _ (20M, - V, M, )x 4250

% amoniaku =

0,4 m m
kde
Vv, je objem spotrebovaného roztoku hydroxidu sodného (4.6.) v mililitroch,
M, je jeho skuto¢na molarita (4.6.),
M, je skutocna molarita roztoku kyseliny sirovej (4.4.),
m je hmotnost navazenej vzorky (6.1.) v miligramoch.

7.2. Vypocet v pripade priamej potenciometrickej titracie
Obsah amoniaku v hmotnostnych percentach v pripade priamej potenciometrickej titracie sa
vypocita podla vzorca

V,xM,*x17x100 _ 4250V, M,
0.4 m m

% amoniaku =

b

kde

v, je objem spotrebovaného roztoku kyseliny sirovej (4.4.) v mililitroch,
M, je jeho skutoéna molarita (4.4.),

m je hmotnost navazenej vzorky (6.1.) v miligramoch.

8. OPAKOVATELNOST?)

Pri obsahu amoniaku okolo 6 % nesmie rozdiel medzi vysledkami dvoch paralelne uskuto¢nenych
stanoveni na tej istej vzorke presiahnut absolutnu hodnotu 0,6 %.

17. DOKAZ A STANOVENIE NITROMETANU

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

1. ROZSAH A OBLAST POUZITIA
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Tato metoda je vhodna na dokaz a stanovenie nitrometanu priblizne az do 0,3 % v kozmetickych
vyrobkoch balenych v aerosé6lovych rozprasovacoch.

2. DEFINICIA

Obsah nitrometanu stanoveny vo vzorke podla tejto metody sa vyjadri v hmotnostnych percentach
nitrometanu v celkovom obsahu aerosolového rozprasovaca.

3. PRINCIP

Nitrometan sa dokazuje farebnou reakciou. Nitrometan sa stanovi plynovou chromatografiou po
pridani vnutorného standardu.

4. DOKAZ

4.1. Cinidla

Vsetky ¢inidla maju byt analyticky Cisté.

4.1.1. Hydroxid sodny, 0,5 M roztok

4.1.2. Folinovo ¢inidlo, 0,1 g natrium-3,4-dihydro-3,4-dioxonaftalén-1-sulfonatu sa rozpusti vo
vode a zriedi sa do 100 ml.

4.2. Postup

K 1 ml vzorky sa prida 10 ml 4.1.1. a 1 ml 4.1.2. Fialové sfarbenie indikuje pritomnost
nitrometanu.

5. STANOVENIE

5.1. Cinidla

Vsetky ¢inidla musia byt analyticky cisté.

5.1.1. Chloroform (vnutorny Standard 1)

5.1.2. 2,4-dimetylheptan (vnutorny Standard 2)

5.1.3. Etanol, 95 %

5.1.4. Nitrometan

5.1.5. Referen¢ny roztok chloroform

Do odvazenej 25 ml odmernej banky sa prida pribliZzne 650 mg chloroformu (5.1.1.). Banka s
obsahom sa znova presne odvazi, doplni 95 % etanolom (5.1.3.) do 25 ml, odvazi sa a vypocita
hmotnostné percento chloroformu v tomto roztoku.

5.1.6. Referen¢ny roztok 2,4-dimetylheptanu

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

5.2. Pristroje a pomocky

5.2.1. Plynovy chromatograf s plamenovo-ioniza¢nym detektorom

5.2.2. Zariadenie na pripravu vzoriek z aerosoélov (precerpavacia flasa, mikrostriekackové spoje
atd.) podla metody ,Laboratérna priprava skusobnych vzoriek*

5.2.3. Bezné laboratorne vybavenie

5.3. Postup

5.3.1. Priprava vzorky

Do 100 ml odvazenej flaSe na prenesenie vzorky, prefiiknutej alebo evakuovanej podla postupu
5.4. ,Laboratorna priprava skusobnych vzoriek, prida sa 5 ml jedného z dvoch roztokov
vnutornych Standardov (5.1.5. alebo 5.1.6.). Pouzije sa 10 ml alebo 20 ml sklenena striekacka bez
ihly, upravena na pripojenie k spojke, postupujuc podla postupu 5. ,Laboratérna priprava
skusobnych vzoriek®. Znova sa odvazi na stanovenie preneseného mnozstva. S pouzitim tej istej
techniky sa do tejto flaSe prenesie asi 50 g obsahu vzorky z aerosé6lového rozprasovaca. Opat sa
odvazi na urcenie mnozstva prenesenej vzorky a dokladne sa premiesa. Nastrekuje sa okolo 10 mg
s pouzitim Specialnej mikrostriekacky (5.2.2.). Uskutocni sa 5 nastrekov.

5.3.2. Priprava Standardu

Do 50 ml odmernej banky sa presne navazi 500 mg nitrometanu (5.1.4.), 500 mg chloroformu
(5.1.1.) alebo 210 mg 2,4-dimetylheptanu (5.1.2.). Doplni sa po znacku 95 % etanolom (5.1.3.).
Dokladne sa premiesa a 5 ml tohto roztoku sa umiestni do 20 ml odmernej banky. Doplni sa po
znacku 95 % etanolom (5.1.3.). Nastrekuje sa okolo 10 mg s pouzitim Specialnej mikrostriekacky
(5.2.2.). Uskutocni sa 5 nastrekov.

5.3.3. Podmienky na plynovi chromatografiu

5.3.3.1. Kol6ona

Sklada sa z dvoch ¢asti. Prva ¢ast obsahuje ako napln didecyl-ftalat na Gaschrome Q, druha
obsahuje ako napln Ucon 50 HB 280X na Gaschrome Q. Pripravena kombinovana koléna musi
poskytovat rozliSenie R rovnajuce sa alebo vacsie ako 1,5 podla vzorca
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kde

r,ar, su retencné casy v minutach,

W, aWw, je sirka pikov v polovicnej vyske piku v milimetroch,
d je rychlost zapisovaca v milimetroch za minutu.

Nasledujtice tidaje st uvedené ako priklady kolény spliajicej uvedené poziadavky
Kolona A

Material nehrdzavejuca ocel

Dlzka 1,5 m

Priemer: 3 mm

Napln: 20 % didecyl-ftalat na Gaschrome Q 100 az 120 mesh
Kolona B

Material: nehrdzavejtca ocel

Dizka: 1,5m

Priemer: 3 mim

Napln: 20 % Ucon 50 HB 280X na Gaschrome Q 100 az 120 mesh

5.3.3.2. Detektor

Vhodné nastavenie citlivosti je 8 x 10-° A na elektrometri plamenovo-ionizacného detektora.
5.3.3.3. Teplotné podmienky

Ako vhodné sa ukazali nasledujiice podmienky

Davkovaci ventil 150 -C

Detektor 150 °C

Kol6na 50 az 80 °C v zavislosti od konkrétnych kolon a pristrojov
5.3.3.4. Plyny

Nosny plyn dusik

Tlak 2,1 bar

Prietokova rychlost 40 ml/min

Plyn pre detektor podTla Specifikacie vyrobcu detektora

6. VYPOCET

6.1. Odozvovy faktor nitrometanu, vypocitany zo vztahu k pouzitému vnutornému Standardu

oznacuje nitrometan,
je jeho odozvovy faktor,

g5 & 5

je jeho hmotnost v zmesi v gramoch,
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S, je plocha jeho piku,

¢ oznacuje vnutorny Standard, chloroform alebo 2,4-dimetylheptan,
m, je jeho hmotnost v zmesi v gramoch,

S, je plocha jeho piku,

potom odozvovy faktor k je funkciou pristroja a vypocita sa podla vzorca

F -

I'lx C

-~ -~

m
T oom

6.2. Koncentracia nitrometanu vo vzorke

C In

Ak

n oznacuje nitrometan,

k, je jeho odozvovy faktor,

S, je plocha jeho piku.

c oznacuje vnutorny Standard, chloroform alebo 2,4-dimetylheptan,
m, je jeho hmotnost v zmesi (v gramoch),

S, je plocha jeho piku,

M je hmotnost preneseného aerosolu (v gramoch),

potom

hmotnostné percenta nitrometanu vo vzorke sa vypocitaju podla vzorca

. ) m k xS
% nitrometanu = MC X “S

C

2 x100.

7. OPAKOVATELNOST?)

Pri obsahu nitrometanu okolo 0,3 % (hmot.) nesmie rozdiel medzi vysledkami dvoch paralelne
uskutoénenych stanoveni na tej istej vzorke presiahnut absoltitnu hodnotu 0,03 % (hmot.).

18. DOKAZ A STANOVENIE KYSELINY MERKAPTOOCTOVEJ VO VYROBKOCH NA ONDULACIU
VLASOV, NA NAROVNAVANIE VLASOV A NA DEPILACIU

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

1. ROZSAH A OBLAST POUZITIA

Tato metoda opisuje dokaz a stanovenie kyseliny sulfanyloctovej vo vyrobkoch na ondulaciu
vlasov, na narovnavanie vlasov a na depilaciu, v ktorych mézu byt pritomné iné redukéné cinidla.
2. DEFINICIA

Obsah kyseliny sulfanyloctovej stanovenej vo vzorke podla tejto metody sa vyjadri v hmotnostnych
percentach kyseliny sulfanyloctove;j.

3. PRINCIP

Kyselina sulfanyloctova sa dokazuje bodovymi testami a tenkovrstvovou chromatografiou a stanovi
sa jodometricky alebo plynovou chromatografiou.
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4. DOKAZ

4.1. Dokaz bodovymi testami

4.1.1. Cinidla

Vsetky ¢inidla musia byt analyticky cisté.

4.1.1.1. Indika¢ny papier, napusteny octanom olovnatym

4.1.1.2. Roztok kyseliny chlorovodikovej (jeden objemovy diel koncentrovanej kyseliny
chlorovodikovej plus jeden objemovy diel vody)

4.1.2. Postup

4.1.2.1. Dokaz kyseliny sulfanyloctovej prostrednictvom farebnej reakcie s octanom olovnatym.
Kvapka analyzovanej vzorky sa umiestni na indikacny papier napusteny octanom olovnatym
(4.1.1.1.). Ak sa objavi intenzivna zIta skvrna, pravdepodobne je pritomna kyselina sulfanyloctova.
Citlivost je 0,5 %.

4.1.2.2. D6kaz anorganickych sulfidov za vzniku sulfanu po okysleni

Do skuimavky sa prida niekolko kvapiek analyzovanej vzorky. Pridaju sa 2 ml destilovanej vody a 1
ml kyseliny chlorovodikovej (4.1.1.2.). Uvolni sa sulfan, rozpoznatelny podla jeho zapachu, a na
indika¢nom papieriku napustenom octanom olovnatym (4.1.1.1.) vznikne ¢ierna zrazenina sulfidu
olovnatého. Citlivost je 50 ppm.

4.1.2.3. Dokaz siriCitanov za vzniku oxidu siricitého po okysleni

Postupuje sa podla 4.1.2.2. Obsah sa zahreje do varu, oxid siri¢ity sa da rozpoznat podla jeho
zapachu a podla jeho redukcnych vlastnosti, napriklad pri styku s ionmi manganistanu.

4.2. Dokaz tenkovrstvovou chromatografiou

4.2.1. Cinidla

Vsetky c¢inidla, ak nie je uvedené inak, musia byt analyticky cisté.

4.2.1.1. Kyselina sulfanyloctova (kyselina tioglykolova), minimalna ¢istota 98 %, stanovena
jodometricky

4.2.1.2. Kyselina 2,2-disulfandiyldi(octova), minimalna ¢istota 99 %, stanovena jodometricky
4.2.1.3. Kyselina 2-sulfanylpropanova (kyselina tiomlie¢na), minimalna ¢istota 95 %, stanovena
jodometricky

4.2.1.4. Kyselina 3-sulfanylpropanova, minimalna Cistota 98 %, stanovena jodometricky

4.2.1.5. 3-sulfanylpropan-1,2-diol (1-tioglycerol), minimalna ¢istota 98 %, stanovena jodometricky
4.2.1.6. Hotové silikagélové platne na tenkovrstvova chromatografiu s hrubkou 0,25 mm

4.2.1.7. Hotové platne na tenkovrstvova chromatografiu s oxidom hlinitym, Merck F 254 E alebo
ekvivalentné

4.2.1.8. Kyselina chlorovodikova koncentrovana, d°,= 1,19 g/ml

4.2.1.9. Etylacetat (octan etylovy)
4.2.1.10. Chloroform

4.2.1.11. Diizopropyléter

4.2.1.12. Chlorid uhli¢ity

4.2.1.13. Kyselina octova, ladova

4.2.1.14. Jodid draselny,1 % (m/V) roztok vo vode
4.2.1.15. Chlorid platinicity, 0,1 % (m/V) roztok vo vode

4.2.1.16. Elu¢né zmesi

— Etylacetat (4.2.1.9.)/chloroform (4.2.1.10.)/diizopropyléter (4.2.1.11.)/kyselina octova (4.2.1.13.)
v objemovych dieloch 20 : 20 : 10 : 10,

— Chloroform (4.2.1.10.)/kyselina octova (4.2.1.13.) v objemovych dieloch 90 : 20
4.2.1.17. Detekéné ¢inidla

— Tesne pred pouzitim sa zmieSaju rovnaké objemy roztoku 4.2.1.14. a roztoku 4.2.1.15.
— Roztok bréomu, 5 % (m/V)

5 g bromu sa rozpusti v 100 ml chloridu uhli¢itého (4.2.1.12.).

— Roztok fluoresceinu, 0,1 % (m/V)

100 mg fluoresceinu sa rozpusti v 100 ml etanolu.

— Heptamolybdénan hexaamoénny, 10 % (m/V) roztok vo vode

4.2.1.18. Referenc¢né roztoky

— Kyselina sulfanyloctova (4.2.1.1.), 0,4 % (m/V) roztok vo vode

— Kyselina 2,2-disulfandiyldi(octovd) (4.2.1.2.), 0,4 % (m/V) roztok vo vode

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

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

— 3-sulfanylpropan-1,2-diol (4.2.1.5.), 0,4 % (m/V) roztok vo vode

4.2.2. Pristroje a pomocky
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BeZné vybavenie na tenkovrstvovi chromatografiu

4.2.3. Postup

4.2.3.1. Spracovanie vzoriek

Okysli sa niekolkymi kvapkami kyseliny chlorovodikovej (4.2.1.8.) na pH 1 a v pripade potreby sa
prefiltruje. V niektorych pripadoch je vyhodné vzorku zriedit. Vtedy sa pred zriedenim okysli
kyselinou chlorovodikovou.

4.2.3.2. Elucia

Na platnicku sa nanesie 1 ml roztoku vzorky (4.2.3.1.) a 1 ml kazdého z 5 referenénych roztokov
(4.2.1.18.). Opatrne sa vysusi pod miernym prudom dusika a platnicka sa eluuje elu¢nou zmesou
(4.2.1.16.1. alebo 4.2.1.16.2.). Platnicka sa vysusi co najrychlejsie, aby sa minimalizovala oxidacia
tiolov.

4.2.3.3. Detekcia

Platnicka sa postrieka jednym z 3 cinidiel (4.2.1.17.1., 4.2.1.17.3. alebo 4.2.1.17.4.). Ak sa
platnicka postrieka Cinidlom 4.2.1.17.3., dalej sa posobi parami bréomu (napr. v uzavretej nadobe
obsahujucej mali kadicku s cinidlom 4.2.1.17.2.), kym sa Skvrny nezviditelnia. Detekcia
postrekovacim cinidlom 4.2.1.17.4. bude uspokojiva, len ak cas susSenia platnicky nepresiahne 30
minut.

4.2.3.4. Interpretacia

Porovnaju sa R, hodnoty a farby skvin referen¢nych roztokov a vzorky. Nizsie uvedené R; hodnoty

sluzia len na porovnanie. Zavisia od

—urovne aktivacie vrstvy silikagélu pocas chromatografie,
— teploty v chromatografickej komore.

Priklady R hodnot ziskanych na silikagélovej vrstve

Elucné zmesi

4.2.1.16.1. 4.2.1.16.2.
Kyselina sulfanyloctova 0,25 0,80
Kyselina 2-sulfanylpropanova 0,40 0,95
Kyselina 2,2'-disulfandiyldi(octova) 0,00 0,35
Kyselina 3-sulfanylpropanova 0,45 0,95
3-sulfanylpropan-1,2-diol 0,45 0,35

5. STANOVENIE

Stanovenie sa ma vzdy zac¢inat jodometriou. Stanovenie sulfanyloctovej kyseliny sa musi
uskutocnit s nepouzitym vyrobkom z cerstvo otvoreného obalu, aby sa predislo oxidacii.

5.1. Jodometria

5.1.1. Princip

Stanovenie je zalozené na oxidacii -SH skupiny jodom v Kyslom prostredi podla rovnice

2 HOOC-CH,SH + L, (HOOC-CH,-S), + 2 I + 2 H*

5.1.2. Cinidla

Jod, 0,05 M standardny roztok

5.1.3. Pristroje a pomocky

Bezné laboratorne vybavenie

5.1.4. Postup

Do 150 ml koénickej banky so zatkou obsahujticej 50 ml destilovanej vody sa presne navazi 0,5 az
1 g vzorky. Prida sa 5 ml kyseliny chlorovodikovej (4.1.1.2.), na upravu pH roztoku okolo O a
titruje sa roztokom jodu (5.1.2.), kym sa neobjavi zIté sfarbenie. Ak je to potrebné, pouzije sa
indikator (napr. roztok Skrobu alebo chlorid uhli¢ity).

5.1.5. Vypocet

Obsah kyseliny sulfanyloctovej v hmotnostnych percentach sa vypocita podla vzorca



348/2004 Z. z. Zbierka zakonov Slovenskej republiky Strana 57

92xnx100 _092n

% kyseliny sulfanyloctovej = -
1000x10xm m

kde
m je hmotnost skuSobnej vzorky v gramoch,
n je objem spotrebovaného roztoku jodu (5.1.2.).
5.1.6. Poznamky
Ak vysledok vypoc¢itany na kyselinu sulfanyloctova je 0,1 % alebo mensi ako najvysSie povolena
koncentracia, nema vyznam uskutocnovat dalsSie stanovenia. Ak je vysledok rovnaky alebo vyssi
ako najvyssie povolena koncentracia a dokaz preukazal pritomnost niekolkych redukénych
¢inidiel, je potrebné uskutocnit stanovenie plynovou chromatografiou.
5.2. Plynova chromatografia
5.2.1. Princip
Kyselina sulfanyloctova sa oddeli od pomocnych latok vyzrazanim roztokom octanu kademnatého.
Po metylacii diazometanom pripravenym in situ, alebo dopredu ako roztok v dietyléteri sa
metylderivat kyseliny sulfanyloctovej stanovi plynovo/kvapalinovou chromatografiou s pouzitim
metyl-oktanoatu ako vnutorného standardu.
5.2.2. Cinidla
Vsetky ¢inidla musia byt analyticky cisté.
5.2.2.1. Kyselina sulfanyloctova, 98 %
5.2.2.2. Kyselina chlorovodikova, d=,= 1,19 g/ml

5.2.2.3. Metanol

5.2.2.4. Dihydrat octanu kademnatého, 10 % (m/V) roztok vo vode

5.2.2.5. Metyl-oktanoat, 2 % (m/V) roztok v metanole

5.2.2.6. Octanovy tlmivy roztok (pH 5)

— Trihydrat octanu sodného, 77 g

- Kyselina octova (fadova), 27,5 g

— Demineralizovana voda do celkového objemu 1 000 ml

5.2.2.7. Kyselina chlorovodikova, ¢erstvo pripraveny 3 M roztok v metanole (5.2.2.3.)

5.2.2.8. 1-metyl-3-nitro-1-nitré6zoguanidin

5.2.2.9. Hydroxid sodny, 5 M roztok

5.2.2.10. Jod, 0,05 M standardny roztok

5.2.2.11. Dietyléter

5.2.2.12. Roztok diazometanu pripraveny z N-metyl-N-nitr6zotoluén-4-sulfénamidu*) obsahuje asi
1,5 g diazometanu v 100 ml dietylétere. Pretoze diazometan je toxicky a velmi nestabilny plyn, je
potrebné vsetky operacie vykonavat v dobre odfahujucom digestériu a vyvarovat sa pouzitia
sklenenej zabrusovej aparatury (na tento ticel su k dispozicii Specialne supravy).

5.2.3. Pristroje a pomocky

5.2.3.1. Bezné laboratérne vybavenie

5.2.3.2. Aparatura na pripravu diazometanu metylaciou in situs)

5.2.3.3. Pristroj na pripravu diazometanu

5.2.4. Priprava vzorky

Do 50 ml centrifugacnej skimavky sa presne navazi také mnozstvo vzorky, aby obsahovalo
odhadom 50 az 70 mg Kkyseliny sulfanyloctovej. Okysli sa niekolkymi kvapkami kyseliny
chlorovodikovej (5.2.2.2.) na dosiahnutie pH okolo 3. Prida sa 5 ml demineralizovanej vody a 10 ml
octanového tlmivého roztoku (5.2.2.6.). Pomocou pH papierika sa overi, Ze pH je okolo 5. Potom sa
prida 5 ml roztoku octanu kademnatého (5.2.2.4.). Pocka sa 10 minuit a odstredi sa na centrifuge
aspon 15 minut pri 4 000 g . Odstrani sa kvapalny supernatant, ktory moze obsahovat

nerozpustny tuk (v pripade krémovych vyrobkov). Tento tuk si nemozno zamienat s tiolmi, ktoré sa
hromadia v kompaktnej hmote na dne skumavky. Overi sa, ¢i po pridani niekolkych kvapiek
roztoku octanu kademnatého (5.2.2.4.) k supernatantu nevznika zrazenina. Ak predchadzajuci
dokaz nepreukazal pritomnost inych redukénych cinidiel ako tiolov, jodometricky sa overi, ¢i
obsah tiolov pritomnych v kvapalnom supernatante nepresahuje 6 az 8 % ich pévodného obsahu.
Do centrifugacnej skumavky obsahujucej zrazeninu sa da 10 ml metanolu (5.2.2.3.) a zrazenina sa
na jemno disperguje mieSacou tyc¢inkou. Opéat sa odstreduje na centrifiige aspon 15 minut pri 4
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000 g . Supernatant sa zleje a overl sa, Ci neobsahuje tioly. Zrazenina sa po druhy raz premyje
tym istym postupom. Do tej istej centrifugaénej skumavky sa prida

— 2 ml roztoku metyl-oktanoatu (5.2.2.5.),

— 5 ml kyseliny chlorovodikovej v metanole (5.2.2.7.).

Tioly sa uplne rozpustia, pricom moéze ostavat malé mnozZstvo nerozpustného zvySku pomocnych
latok (roztok S). V alikvotnom podiele tohto roztoku sa jodometricky overi, ze obsah tiolov je aspon
90 % oproti obsahu stanovenému v 5.1.

5.2.5. Metylacia

Metylacia sa uskutocni pomocou pripravy in situ (5.2.5.1.) alebo vopred pripravenym roztokom
diazometanu (5.2.5.2.).

5.2.5.1. Metylacia in situ

Do aparatury na metylaciu (5.2.3.2.) obsahujucej 1 ml éteru (5.2.2.11.) sa prenesie 50 ml roztoku
S a metyluje sa metodou (5.2.3.2.) asi s 300 mg 1-metyl-3-nitro-1-nitrézoguanidinu (5.2.2.8.). Po
15 minutach (éterovy roztok musi byt zlty, ¢o indikuje nadbytok diazometanu), roztok vzorky sa
prenesie do 2 ml flasticky s vzduchotesnym uzaverom. Umiestni sa do chladni¢ky a necha sa tam
cez noc. Subezne sa metyluju dve vzorky.

5.2.5.2. Metylacia s vopred pripravenym roztokom diazometanu

Do 5 ml banky s uzaverom sa prenesie 1 ml roztoku diazometanu (5.2.2.12.) a potom 50 ml
roztoku S. Necha sa cez noc v chladnicke.

5.2.6. Priprava Standardu

Pripravi sa Standardny roztok Kkyseliny sulfanyloctovej (5.2.2.1.) so znamou koncentraciou,
obsahujuci v 2 ml asi 60 mg Cistej kyseliny sulfanyloctovej (5.2.2.1.) - roztok E. Vyzraza sa,
otestuje a metyluje, ako je opisané v 5.2.4. a 5.2.5.

5.2.7. Podmienky na plynovi chromatografiu

5.2.7.1. Koléna

Typ nehrdzavejiica ocel
Dlzka 2m
Priemer 3 mm

5.2.7.2. Napln 20 % didecyl-ftalat/Chromosorb, WAW 80 az 100 mesh.

5.2.7.3. Detektor

Plamenovo-ionizacny

Vhodné nastavenie citlivosti elektrometra plamenovo-ionizacného detektora je 8 x 1010 A.
5.2.7.4. Plyny

Nosny plyn dusik

Tlak 2,2 bar
Prietokova rychlost 35 ml/min.
Pomocny plyn vodik

Tlak 1,8 bar
Prietokova rychlost 15 ml/min.

Plyn pre detektor: podla Specifikacie vyrobcu pristroja.
5.2.7.5. Teplotné podmienky

Davkovaci ventil 200 C
Detektor 200 C
Kolona 90 C

5.2.7.6. Rychlost posunu zapisovac¢a 5 mm/min.

5.2.7.7. Nastrekované mnozstvo 3 ul

Uskutoc¢ni sa 5 nastrekov.

5.2.7.8. Uvedené chromatografické podmienky su len orienta¢né. Umoznuju dosiahnutie rozliSenia
R rovnajuce sa alebo vacsie ako 1,5 podla vzorca
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9 d (r, -1
W +W,

R =

kde

r,ar, su retencné casy v minutach,

W, aWw, je sirka pikov v polovi¢nej vyske piku v milimetroch,

d je rychlost posunu zapisovac¢a v milimetroch za minutu.

Odporuca sa, aby sa na zaver chromatografického merania regulovala teplota z 90 na 150 °C pri
rychlosti 10 °C za minutu, aby sa odstranili latky, pri ktorych sa predpoklada, ze by rusili dalSie
stanovenie.

5.2.8. Vypocty

5.2.8.1. Koeficient proporcionality pre kyselinu sulfanyloctovi

Vypocita sa zo vztahu k metyl-oktanoatu na zaklade Standardného roztoku.

Ak

t je kyselina sulfanyloctova,

k, je jej odozvovy faktor,

m, je jej hmotnost v zmesi v miligramoch,
S, je jej plocha piku,

ak

c je metyl-oktanoat,

m, je jeho hmotnost v zmesi v miligramoch,
S, je jeho plocha piku,

potom

k=mt><SC
t . ’-
m,. S,

C

Tento koeficient zavisi od pouzitého pristroja.
5.2.8.2. Koncentracia kyseliny sulfanyloctovej pritomnej vo vzorke

Ak

t je kyselina sulfanyloctova,
k, je jej odozvovy faktor,

S, je jej plocha piku,

ak
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c je metyl-oktanoat,

m, je jeho hmotnost v zmesi (v miligramoch),

S, je plocha jeho piku,

M je hmotnost pociatocnej skuSobnej vzorky (v miligramoch),
potom

hmotnostné percento kyseliny sulfanyloctovej vo vzorke vypocitame podla vzorca

k, xS
X

% kyseliny sulfanyloctovej = r&“ £x100.

C

6. OPAKOVATELNOST?)

Pri obsahu kyseliny sulfanyloctovej 8 % (hmot.) nesmie rozdiel medzi vysledkami dvoch paralelne
uskutocnenych stanoveni na tej istej vzorke presiahnut absolttnu hodnotu 0,8 % (hmot.).

19. DOKAZ A STANOVENIE HEXACHLOROFENU (INN)

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

A. DORKAZ

1. ROZSAH A OBLAST POUZITIA

Tato metoda je vhodna pre vsetky kozmetické vyrobky.

2. PRINCIP

Hexachlorofén sa extrahuje zo vzorky etyl-acetitom a dokazuje sa tenkovrstvovou
chromatografiou.

3. CINIDLA

Vsetky cinidla musia byt analyticky Cisté.

3.1. Kyselina sirova, 4 M roztok

3.2. Celit AW

3.3. Etyl-acetat (octan etylovy)

3.4. Elucné rozpustadlo — benzén, obsahujuci 1 % (obj.) ladovej kyseliny octovej

3.5. Detekcéné cinidlo I

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

3.6. Detekcné cinidlo 11

Roztok 2,6-dibrom-4-(chlérimino)cyklohexa-2,5 dien6nu - 400 mg
2,6-dibrom-4-(chloérimino)cyklohexa-2,5-dienénu sa rozpusti v 100 ml metanolu (pripravuje sa
denne cerstveé).

Roztok uhli¢itanu sodného — 10 g uhli¢itanu sodného sa rozpusti v 100 ml demineralizovanej vody.
3.7. Referenény roztok

Hexachlorofén, 0,05 % (m/V) roztok v etyl-acetate

4. PRISTROJE A POMOCKY

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

4.2. Bezné vybavenie na TLC

4.3. Kupel terpenovany na 26 °C na kontrolu teploty v chromatografickej vyvijacej nadobe

5. PRIPRAVA TESTOVANEJ VZORKY

S 1 g Celitu AW (3.2.) a 1 ml kyseliny sirovej (3.1.) sa dokladne premiesa 1 g homogenizovanej
vzorky. Susi sa 2 hodiny pri 100 °C. Necha sa ochladit a vysusSeny zvySok sa rozdrvi na jemny
prasok. Extrahuje sa dvakrat, zakazdym 10 ml etyl-acetatu (3.3.), po kazdej extrakcii sa odstredi
na centrifiige a etyl-acetatové vrstvy sa spoja. Odparia sa pri 60 °C. Odparok sa rozpusti v 2 ml
etyl-acetatu (3.3.).

6. POSTUP

6.1. Na TLC platni¢ku (4.1.) sa nanesu 2 ml roztoku skuSobnej vzorky (5.6.) a 2 ul referenéného
roztoku (3.7.).Vyvijacia nadoba (4.3.) sa nasyti elu¢nym rozpustadlom (3.4.). TLC platnicka sa
umiestni do vyvijacej nadoby a eluuje sa do vzdialenosti ¢cela 150 mm. TLC platnicka sa vyberie a
vysusi sa v suSiarni s nutenou cirkulaciou vzduchu pri teplote okolo 105 °C.

6.2. Detekcia

Skvrny hexachlorofénu na tenkovrstvovej platnic¢ke sa vizualizuju podla 6.5.1. alebo 6.5.2.



348/2004 Z. z. Zbierka zakonov Slovenskej republiky Strana 61

6.2.1. Platnicka sa rovnomerne postrieka detekénym cinidlom I (3.5.). Po 30 minutach sa pozoruje
pod ultrafialovym svetlom pri 254 nm.

6.2.2. Platnicka sa rovnomerne postriecka roztokom = detekéného ¢inidla II -
2,6-dibrom-4-(chloérimino)cyklohexa-2,5-dienonu (3.6.). Nasledne sa postrieka roztokom uhlicitanu
sodného (3.6.). Po 10 minutach susenia pri laboratornej teplote sa pozoruje pri dennom svetle.

7. INTERPRETACIA

7.1. Detekéné ¢inidlo I (3.5.) — hexachlorofén sa prejavi ako modrasta Skvrna na Zlto-oranzovom
fluoreskujucom pozadi s R hodnotou priblizne 0,5

7.2. Detekéné ¢inidlo II (3.6.) — hexachlorofén sa prejavi ako nebovomodra alebo tyrkysovo
sfarbena skvrna na bielom pozadi s R; hodnotou priblizne 0,5

B. STANOVENIE

1. ROZSAH A OBLAST POUZITIA

Tato metoda je vhodna pre vsetky kozmetické vyrobky.

2. DEFINICIA

Obsah hexachlorofénu, stanoveny vo vzorke podla tejto metédy, sa vyjadri v hmotnostnych
percentach hexachlorofénu.

3. PRINCIP

Hexachlorofén sa stanovi po premene na metylovy derivat plynovou chromatografiou s detektorom
elektronového zachytu.

4. CINIDLA

Vsetky ¢inidla musia byt analyticky cisté.

4.1. Etyl-acetat (octan etylovy)

4.2. N-metyl-N-nitrézo-p-toluénsulféonamid (diazald)

4.3. Dietyléter

4.4. Metanol

4.5. 2-(2-etoxyetoxy)etanol (karbitol)

4.6. Kyselina mravcia

4.7. Hydroxid draselny, 50 % (hmot.) vodny roztok (pripravuje sa denne cerstvy)

4.8. Hexan pre spektroskopiu

4.9. Bromchlorfén (Standard ¢. 1)

4.10. 4,4,6,6-tetrachlor-2,2-tiodifenol (Standard ¢. 2)

4.11. 2-hydroxy-2,4,4-trichlérdifenyléter (Standard ¢. 3)

4.12. Aceton

4.13. Kyselina sirova, 4 M

4.14. Celit AW

4.15. 10 % (obj.) roztok kyseliny mravcej v etyl-acetate

4.16. Hexachlorofén

5. PRISTROJE A POM6CKY

5.1. Bezné laboratorne sklo

5.2. Miniaparatara na pripravu diazometanus)

5.3. Plynovy chromatograf vybaveny detektorom elektréonového zachytu so zdrojom ¢Ni.

6. POSTUP

6.1. Priprava referenéného roztoku

Standard sa vyberie tak, aby neinterferoval so ziadnou latkou obsiahnutou v analyzovanom
vyrobku ako pomocna latka. Zvycajne je najvhodnejsi standard ¢. 1 (4.9.). Do 100 ml odmernej
banky sa presne navazi priblizne 50 mg Standardu ¢. 1 alebo ¢. 2, alebo ¢. 3 (4.9. alebo 4.10.,
alebo 4.11.) a 50 mg hexachlorofénu (4.16.). Doplni sa roztokom etyl-acetatu (4.1.) po znacku
(roztok A). Roztokom etyl-acetatu (4.1.) sa zriedi 10 ml roztoku A na 100 ml (roztok B). Do 100 ml
odmernej banky sa presne navazi priblizne 50 mg Standardu ¢. 1 alebo ¢. 2, alebo ¢. 3 (4.9 alebo
4.10, alebo 4.11.). Doplni sa roztokom etyl-acetatu (4.1.) po znacku (roztok C).

6.2. Priprava vzorky

Poznamka - pretoZze hexachlorofén moéze byt pritomny v Sirokom spektre typov vyrobkov, je délezité
pred zaznamenavanim vysledkov najprv stanovit vytazok hexachlorofénu zo vzorky podla tohto
postupu. Ak su vytazky nizke, moéZu byt so suhlasom zainteresovanych stran zavedené
modifikacie, napriklad zmena rozpustadla (benzén namiesto etyl-acetatu).

Presne navazeny 1 g homogenizovanej vzorky sa dokladne premiesa s 1 ml kyseliny sirovej (4.13.),
15 ml acetonu (4.12.) a 8 g Celitu AW (4.14.). Zmes sa vysusi vzduchom pocas 30 minut na
vodnom kupeli, potom poc¢as 1 1/2 hodiny v suSiarni s ventilaciou. Necha sa ochladit, rozotrie sa
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na jemny prasok a prenesie sa do sklenenej kolony. Eluuje sa etyl-acetatom (4.1.) a zachytava sa
100 ml. Pridaju sa 2 ml roztoku vnutorného standardu (roztoku C) (6.1.2.).

6.3. Metylacia vzorky

Vsetky cinidla a aparatura sa vychladia pocas dvoch hodin pri teplote od O do 4 °C. Do vonkajsej
Casti diazometanovej aparatury sa prenesie 1,2 ml roztoku ziskaného podla 6.2. a 0,1 ml metanolu
(4.4.). Do stredného zasobnika sa umiestni okolo 200 mg diazaldu (4.2.), prida sa 1 ml karbitolu
(4.5.), 1 ml dietyléteru (4.3.) a necha sa rozpustit. Aparatara sa zostavi, do polovice ponori do
vodného kupela pri O °C a do stredného zasobnika sa striekackou prida asi 1 ml ochladeného
roztoku hydroxidu draselného (4.7.). Je potrebné presved¢it sa, ¢i pre tvorbu diazometanu
pretrvava vzniknuté ZIté sfarbenie. Ak zlté sfarbenie nepretrvava, metylacia sa opakuje s dalSimi
200 mg diazaldu (4.2.).

Poznamka - pretrvavanie tohto zltého sfarbenia indikuje nadbytok diazometanu, ktory je potrebny
na zabezpecenie uplnej metylacie vzorky.

Po 15 minutach sa aparatira vyberie z chladiaceho kuipela a potom sa necha 12 hodin uzatvorena
pri laboratornej teplote. Aparatiira sa otvori, nadbytok diazometanu sa odstrani pridavkom
niekolkych kvapiek 10 % (obj.) roztoku kyseliny mravcej v etyl-acetate (4.15.) a organicky roztok sa
prenesie do 25 ml odmernej banky. Doplni sa hexanom (4.8.) po znacku; 1,5 ml tohto roztoku sa
nastrekne do chromatografu.

6.4. Metylacia standardu

Vsetky cinidla a aparatura sa vychladia pocas dvoch hodin pri teplote od O do 4 C. Do vonkajsieho
zasobnika diazometanovej aparatury 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 pokracuje, podla 6.3. sa 1,5 ml vysledného roztoku nastrekne do chromatografu.

7. PLYNOVA CHROMATOGRAFIA

Kol6éna musi poskytovat rozliSenie R rovné alebo vacsie ako 1,5 podla

R=2°_"2
W, +W,

kde

r,ar, su retencné casy v minutach,

W, aWw, je sirka pikov v polovi¢nej vyske piku v milimetroch,

d je rychlost posunu zapisovaca v milimetroch za minutu.

Pre plynova chromatografiu st vhodné nasledujiice podmienky:

Kol6na nehrdzavejuca ocel

Dlzka 1,7 m

Priemer 3 mm

Nosi¢ Chromosorb WAW, zrnitost 80 az 100 mesh
Stacionarna faza 10% OV 17

Teploty
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Koléna 280 °C

Davkovaci ventil 280 °C

Detektor 280 °C

Nosny plyn dusik zbaveny kyslika
Tlak 2,3 bar

Prietokova rychlost 30 ml/min.

8. VYPOCET

8.1. Odozvovy faktor hexachlorofén
Vypocita sa zo vztahu zvoleného Standardu oproti referencnej zmesi.

Ak

h je hexachlorofén,

k. je jeho odozvovy faktor,

m, je jeho hmotnost v zmesi v miligramoch,
Ay je plocha jeho piku,

s je zvoleny Standard,

m je jeho hmotnost v zmesi (v miligramoch,
A, je plocha jeho piku,

potom

8.2. Obsah hexachlorofénu vo vzorke

Ak

h je hexachlorofén,

k, je jeho odozvovy faktor,

A, je plocha jeho piku,

s je zvoleny Standard,

m, je jeho hmotnost v zmesi (v gramoch),

A je plocha jeho piku,

M je hmotnost odobratej vzorky (v gramoch),

potom hmotnostné percenta hexachlorofénu vo vzorke vypoéitame pomocou vzorca
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m_xk, xA,_ x100
Mx A, '

% hexachlorofénu =

9. OPAKOVATELNOST?)

Pri obsahu hexachlorofénu 0,1 % (hmot.) rozdiel medzi vysledkami dvoch paralelne uskuto¢nenych
stanoveni na tej istej vzorke nesmie presiahnut absolttnu hodnotu 0,005 % (hmot.).

20. STANOVENIE TOSYLCHLORAMIDU SODNEHO (INN)

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

1. ROZSAH A OBLAST POUZITIA

Tato metéda opisuje stanovenie tosylchléramidu sodného (chléraminu-T) v kozmetickych
vyrobkoch tenkovrstvovou chromatografiou.

2. DEFINICIA

Obsah chléraminu-T, stanoveny vo vzorke podla tejto metédy, sa vyjadri v hmotnostnych
percentach.

3. PRINCIP

Chléramin-T povarenim S kyselinou chlorovodikovou uplne zhydrolyzuje na
4-metylbenzénsulfonamid. Mnozstvo vzniknutého 4-metylbenzénsulfonamidu sa po chromatografii
stanovi na tenkej vrstve fotodenzitometricky.

4. CINIDLA

VSetky ¢inidla maju byt analyticky Cisté.

4.1. Tosylchléramid sodny (chléramin-T)

4.2. Standardny roztok 4-metylbenzénsulfonamidu (4-toluénsulfonamidu) - 50 mg
4-metylbenzénsulféonamidu v 100 ml etanolu (4.5.)

4.3. Kyselina chlorovodikova 37 % (hmot.),d*, = 1,18 g/m

4.4. Dietyléter

4.5. Etanol 96 % (obj.)

4.6. Vyvijacie rozpustadlo

4.6.1. Butan-1-ol/etanol (4.5.)/voda (40 : 4 : 9; obj. diely) alebo

4.6.2. Chloroform/acetoén (6 : 4; obj. diely)

4.7. Hotové platne na tenkovrstvova chromatografiu, silikagél 60 bez fluorescen¢ného indikatora
4.8. Manganistan draselny

4.9. Kyselina chlorovodikova, 15 % (hmot.)

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

5. PRISTROJE A pomdocky

5.1. Bezné laboratérne vybavenie

5.2. Bezné vybavenie na tenkovrstvovii chromatografiu

5.3. Fotodenzitometer

6. POSTUP

6.1. Hydrolyza

Do 50 ml banky s okrahlym dnom sa navazi priblizne 1 g vzorky (m v gramoch). Prida sa 5 ml vody
, 5 ml kyseliny chlorovodikovej (4.3.) a vari sa 1 hodinu s pouzitim spitného chladi¢a. Horuca
suspenzia sa ihned prenesie vodou do 50 ml odmernej banky. Necha sa ochladit a doplni sa vodou
po znacku. Odstreduje sa 5 minut na centrifige aspon pri 3 000 otackach/min. a kvapalny
supernatant sa prefiltruje.

6.2. Extrakcia

6.2.1. Vezme sa 30 ml filtratu a extrahuje sa trikrat s 15 ml dietyléteru (4.4.). Ak je to potrebné,
éterové fazy sa vysusia, zachytavaju sa do 50 ml odmernej banky a doplnia sa dietyléterom (4.4.)
po znacku.

6.2.2. Odoberie sa 25 ml vysuseného éterového extraktu a odpari sa do sucha v prude dusika.
Odparok sa znova rozpusti v 1 ml etanolu (4.5.).

6.3. Tenkovrstvova chromatografia

6.3.1. 20 ml etanolového roztoku z odparku (6.2.) sa nanesie na tenkovrstvovi platnicku (4.7.).
Sucasne sa rovnakym sposobom nanesie 8, 12, 16 a 20 ul Standardného roztoku
4-metylbenzénsulfonamidu (4.2.).

6.3.2. Necha sa vyvijat vo vyvijacom rozpustadle (4.6.1. alebo 4.6.2.) do vySky priblizne 150 mm.
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6.3.3. Po uplnom odpareni vyvijacieho rozpustadla sa platnicka umiestni na 2 az 3 minuty do
atmosféry par chléru, ktora sa vytvori naliatim asi 100 ml kyseliny chlorovodikovej (4.9.) asina 2 g
manganistanu draselného (4.8.) v uzatvorenej nadobe. Nadbytok chloru sa odstrani zahrievanim
platnicky 5 minut na 100 °C. Potom sa platnicka postrieka detek¢nym cinidlom (4.10.).

6.4. Meranie

Priblizne po jednej hodine sa intenzita fialovych Skvin zmeria pomocou fotodenzitometra pri 525
nm.

6.5. Zostrojenie kalibracnej krivky

Zistené maximalne hodnoty vysky pikov, stanovenych pre 4 Skvrny 4-toluénsulfénamidu, sa
vynesu oproti prisluSnym mnozstvam 4-toluénsulfénamidu (t. j. 4, 6, 8 a 10 pg
4-toluénsulfonamidu na skvrnu).

7. POZNAMKA

Metoda sa moze overit pouzitim 0,1 alebo 0,2 % (m/V) roztoku chléraminu-T (4.1.) spracovaného
rovnakym spodsobom ako vzorka (6).

8. VYPOCET

Obsah chléraminu-T, vo vzorke vyjadreny v hmotnostnych percentach, sa vypocita podla vzorca

133xa
60xm

% chloraminu-T =

kde

1,33 je koeficient konverzie chloraminu-T na 4-metylbenzénsulfénamid,

a je mnozstvo 4-metylbenzénsulfénamidu vo vzorke v mikrogramoch od¢itané z kalibracnej
krivky,

m je hmotnost odobratej analyzovanej vzorky v gramoch.

9. OPAKOVATELNOST?)

Pri obsahu chléoraminu-T okolo 0,2 % (hmot.) rozdiel medzi vysledkami dvoch paralelne
uskutocnenych stanoveni na tej istej vzorke nesmie presiahnut absolttnu hodnotu 0,03 % (hmot.).
21. STANOVENIE CELKOVEHO OBSAHU FLUORU V ZUBNYCH PASTACH

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

1. ROZSAH A OBLAST POUZITIA

Tato metdda je uréena na stanovenie celkového obsahu fluéru v zubnych pastach. Je vhodna pre
obsah fluéru neprevysujuci 0,25 %.

2. DEFINICIA

Obsah fluéru, stanoveny vo vzorke podla tejto metdédy, sa vyjadri v hmotnostnych percentach.

3. PRINCIP

Stanovenie fluéru sa uskutoéni plynovou chromatografiou. Fluér, obsiahnuty v zlic¢eninach
fluéru, sa priamou reakciou s trietylchlérsilanom (TECS) v kyslom prostredi prevedie na
trietylfluorsilan (TEFS) a sucéasne sa extrahuje xylénom obsahujucim cyklohexan ako vnutorny
Standard.

4. CINIDLA

Vsetky cinidla musia byt analyticky Cisté.

4.1. Fluorid sodny vysuseny pri 120 °C na konstantnu hmotnost

4.2. Dvakrat destilovana voda alebo s podobnou kvalitou

4.3. Kyselina chlorovodikova,d>, = 1,19 g/ml

4.4. Cyklohexan (CH)

4.5. Xylén nevykazujuci v chromatograme pri chromatografii za rovnakych podmienok, ako su
uvedené pre vzorku (6.1.), ziadne piky pred pikom rozpustadla. Ak je to potrebné, precisti sa
destilaciou (5.8.).

4.6. Trietylchlorsilan (TECS Merck alebo ekvivalentny)

4.7. Standardné roztoky fluéru
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4.7.1. Zasobny roztok, 0,25 mg F/ml. Presne sa navazi 138,1 mg fluoridu sodného (4.1.) a
rozpusti sa vo vode (4.2.). Roztok sa kvantitativne prenesie do 250 ml odmernej banky (5.5.). Zriedi
sa vodou (4.2.) po znacku a premiesa sa.

4.7.2. Zriedeny zasobny roztok fluoridov, 0,05 mg F- v mililitri. Do 100 ml odmernej banky (5.5.) sa
pipetou prenesie 20 ml zasobného roztoku (4.7.1.). Zriedi sa vodou po znacku a premiesa sa.

4.8. Roztok vnutorného standardu — zmiesa sa 1 ml cyklohexanu (4.4.) a 5 ml xylénu (4.5.)

4.9. Roztok trietylchlorsilanu/vnutorny Standard — do 10 ml odmernej banky sa pipetou (5.7.)
prenesie 0,6 ml TECS (4.6.) a 0,12 ml roztoku vnutorného Standardu (4.8.), zriedi sa xylénom
(4.5.) po znacku a premiesa sa. Pripravuje sa denne cerstvy.

4.10. Kyselina chlorista 70 % (m/V)

4.11. Kyselina chlorista 20 % (m/V) roztok vo vode (4.2.)

5. PRISTROJE A POMOCKY

5.1. Bezné laboratérne vybavenie

5.2. Plynovy chromatograf vybaveny plamenovo-ioniza¢nym detektorom

5.3. MiesSadlo Vortex alebo ekvivalentné

5.4. Trepacka Buhler typ SMB, alebo ekvivalentna

5.5. Odmerné 100 a 250 ml banky vyrobené z polypropylénu

5.6. Centrifugacné 20 ml kyvety (sklené) so zavitovym uzaverom potiahnutym teflénom typu
Sovirel 611-56 alebo ekvivalentné. Kyvety a uzavery sa precistia lihovanim niekolko hodin v
kyseline chloristej (4.11.), potom sa patkrat oplachnu vodou (4.2.) a nakoniec sa vysusia pri 100
°C.

5.7. Pipety nastavitelné na prenasanie objemov od 50 do 200 ul s jednorazovymi plastovymi
Spickami

5.8. Destilacna aparatara vybavena trojdielnou Schneiderovou koléonou alebo ekvivalentnou
Vigreuxovou kolonou

6. POSTUP

6.1. Analyza vzorky

6.1.1. Vyberie sa eSte neotvorena tuba zubnej pasty, rozreze sa a cely obsah sa vyberie, prenesie
do plastovej nadoby, dokladne sa premiesa a uchova za podmienok, ktoré zabrania jej
znehodnoteniu.

6.1.2. Do centrifugacnej kyvety (5.6.) sa presne navazi 150 mg (m v miligramoch) vzorky, prida sa
5 ml vody (4.2.) a zhomogenizuje sa (5.3.).

6.1.3. Prida sa 1 ml xylénu (4.5.).

6.1.4. Po kvapkach sa prida 5 ml kyseliny chlorovodikovej (4.3.) a zhomogenizuje sa (5.3.).

6.1.5. Do centrifugaénej kyvety (5.6.) sa prida 0,5 ml roztoku trietylchlérsilanu/vnuatorného
Standardu (4.9.).

6.1.6. Kyveta sa uzavrie zavitovym uzaverom (5.6.) a necha sa 45 minut dékladne premiesavat na
trepacke (5.4.) nastavenej na 150 kmitov za minutu.

6.1.7. Odstreduje sa 10 minut na centrifige pri takej rychlosti, aby sa fazy dobre oddelili. Kyveta
sa odzatkuje, vyberie sa organicka faza a 3 pl organickej fazy sa nastreknu do plynového
chromatografu (5.2.).

Poznamka - elucia vsetkych zloziek trva priblizne 20 minut.

6.1.8. Nastrek sa opakuje, vypocita sa priemerna hodnota pomeru ploch pikov (Ages/Aqy) @
zodpovedajuci obsah fluéru (m, v miligramoch) sa odc¢ita z kalibracnej krivKky (6.3.).

6.1.9. Vypocita sa celkovy obsah fluéru vo vzorke v hmotnostnych percentach) podla spésobu
uvedenom v Casti 7.

6.2. Podmienky na chromatografiu

6.2.1. Kolona nehrdzavejuca ocel

Dlzka 1,8 m

Priemer 3 mm

Nosic Gaschrom @, 80 az 100 mesh

Stacionarna faza silikénovy olej DC 200 alebo ekvivalentny, 20 %

Koléna sa kondicionuje (pripravi na meranie) cez noc pri 100 °C (prietokova rychlost nosného
plynu - 25 ml dusika za 1 minutu), pricom sa kondiciovanie opakuje kazdu noc. Po kazdych 4
alebo 5 nastrekoch sa kolona znova pripravi na meranie zahrievanim 30 minuat na 100 °C.

Teploty
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Kolona 70 C

Davkovaci ventil 150 C

Detektor 250 C

Prietokova rychlost nosného plynu 35 ml dusika/min.

6.3. Kalibracna krivka

6.3.1. Do série Siestich centrifugaénych kyviet (5.6.) sa pipetou prenesie O, 1, 2, 3, 4 a 5 ml
zriedeného Standardného roztoku fluéru (4.7.2.). V kazdej kyvete sa vodou (4.2.) doplni objem do 5
ml.

6.3.2. Postupuje sa, ako je opisané v 6.1.3. az 6.1.6. vratane.

6.3.3. Do plynového chromatografu (5.2.) sa nastreknu 3 ul organickej fazy.

6.3.4. Nastrek sa zopakuje a vypocita sa priemerna hodnota pomeru plochy pikov (Appre/Acy)-

6.3.5. Zostroji sa kalibra¢na krivka zavislosti hmotnosti fluéru v miligramoch v Standardnych
roztokoch (6.3.1.) a pomeru ploch pikov (App.s/Aq;) Nameraného podla 6.3.4. Cez body na grafe sa

prelozi optimalizovana priamka vypocitana regresnou analyzou.
7. VYPOCET
Celkovy obsah fluéru vo vzorke v hmotnostnych percentach sa vypocita podla vzorca

% fludru = 1 x 100 %,
m

kde
m je mnozstvo skusobnej vzorky v miligramoch (6.1.2.),
m, je mnozstvo F v miligramoch odcitané z kalibracnej krivky (6.1.8.).

8. OPAKOVATELNOST?)

Pri obsahu fluéru okolo 0,15 % (hmot.) rozdiel medzi vysledkami dvoch paralelne uskutoénenych
stanoveni na tej istej vzorke nesmie presiahnut absoltitnu hodnotu 0,012 % (hmot.).

22. DOKAZ A STANOVENIE ORGANOORTUNATYCH ZLUCENIN

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

ROZSAH A OBLAST POUZITIA

Dalej opisanu metodu mozno pouzit na dokaz a stanovenie organoortutnatych derivatov pouzitych
ako konzervacné latky v kozmetickych vyrobkoch na oci. Tato metoda je pouzitelna na tiomersal
(natrium-2-(etylhydrargyriosulfanyl)benzoat) a fenylhydrargyrium a jeho soli.

A. Dokaz

1. PRINCIP

Organoortutnaté zluceniny sa prevedii na komplex s 1,5-difenyl-3-tiokarbazéonom. Po extrakcii
ditizonatu s chloridom uhli¢itym sa uskutocni tenkovrstvova chromatografia na silikagéli. Skvrny
ditizonatu sa prejavia na chromatograme oranzovym sfarbenim.

2. CINIDLA

VsSetky cinidla musia byt analyticky Cisté.

2.1. Kyselina sirova, 25 % (obj.)

2.2. 1,5-Difenyl-3-tiokarbazon (ditizon) — 0,8 mg v 100 ml chloridu uhli¢itého (2.4.)

2.3. Dusik

2.4. Chlorid uhli¢ity

2.5. Vyvijacie rozpustadlo — hexan/aceton, 90 : 10 (obj. diely)

2.6. Roztoky standardov 0,001 % vo vode

— natrium-(2-etylhydrargyriosulfanyl)benzoatu

— etylhydrargyrium-chloridu alebo metylhydrargyrium-chloridu

— fenylhydrargyrium-nitratu alebo fenylhydrargyrium-acetatu



Strana 68 Zbierka zakonov Slovenskej republiky 348/2004 Z. z.

— chloridu ortutnatého alebo octanu ortutnatého

2.7. Hotové silikagélové platnicky (napr. Merck 5721 alebo ekvivalentné)

2.8. Chlorid sodny

3. PRISTROJE A POMOCKY

3.1. Bezné laboratorne vybavenie

3.2. Bezné vybavenie na TLC

3.3. Filter na separaciu faz

4. POSTUP

4.1. Extrakcia

4.1.1. V centrifugaénej kyvete sa zriedi 1 g vzorky titraciou s 20 ml destilovanej vody. Ziska sa ¢o
najlepsia disperzia a zohreje sa na 60 C vo vodnom kupeli. Pridaju sa 4 g chloridu sodného (2.8.).
Pretrepe sa a necha sa vychladit.

4.1.2. Odstreduje sa na centrifuge aspon 20 minut pri rychlosti 4 500 otac¢ok/min, aby sa vacésia
cast tuhej fazy oddelila od kvapaliny. Prefiltruje sa do oddelovacieho lievika a prida sa 0,25 ml
roztoku kyseliny sirovej (2.1.).

4.1.3. Extrahuje sa niekolkokrat s 2 az 3 ml roztoku ditizonu (2.2.), az kym posledna organicka
faza nezostane zelena.

4.1.4. Kazda organicka faza sa jedna po druhej prefiltruju cez filter na separaciu faz (3.3.).

4.1.5. Odpari sa do sucha v prade dusika (2.3.).

4.1.6. Rozpusti sa v 0,5 ml chloridu uhlicitého (2.4.). Tento roztok sa okamzite pouzije, ako je
uvedené v 4.2.1.

4.2. Separacia a dokaz

4.2.1. Na silikagélova platnicku (2.7.) sa ihned nanesie 50 ml roztoku v chloride uhlicitom
ziskaného podla 4.1.6. Sucasne sa 10 pl standardného roztoku (2.6.) spracuje ako v 4.1. a na ta
ista platnicku sa nanesie 50 ml roztoku ziskaného podla 4.1.6.

4.2.2. Platnicka sa umiestni do rozpustadla (2.5.) a rozpustadlo sa necha vystupit do 150 mm.
Organoortutnaté zluceniny sa prejavia ako sfarbené skvrny, ich farba je stabilna za predpokladu,
Ze sa platnic¢ka ihned po odpareni rozpustadla zakryje sklenou platriou.

Ako priklad mozno uviest nasledujuce zistené R;hodnoty:

R, Sfarbenie

Tiomersal 0,33 oranzové
Etylhydrargyrium-chlorid 0,29 oranzove
Metylhydrargyrium-chlorid 0,29 oranzove
Fenylortutnaté soli 0,21 oranzove
Ortutnaté soli 0,10 oranzove
Octan ortutnaty 0,10 oranzoveé
1,5-difenyl-3-tiokarbazon 0,09 ruzové

B. STANOVENIE

1. DEFINICIA

Obsah organoortutnatych zlucenin stanoveny touto metdédou sa vyjadri ako hmotnostné percento
ortuti vo vzorke.

2. PRINCIP

Tato metoda spociva v stanoveni celkového mnozstva pritomnej ortuti. Je preto potrebné sa najprv
ubezpecit, Ze nie je pritomna ortut vo forme anorganickych soli a identifikovat organoortutnaté
derivaty pritomné vo vzorke. Po mineralizacii sa uvolnena ortut stanovi bezplamenovou atémovou
absorpcnou spektroskopiou.

3. CINIDLA

VSetky ¢inidla musia byt analytické Cisté.

3.1. Koncentrovana kyselina dusicna, d*,= 1,41 g/ml

3.2. Koncentrovana Kkyselina sirova, d*,= 1,84 g/ml

3.3. Redestilovana voda

3.4. Manganistan draselny, 7 % (m/V) roztok

3.5. Hydroxylaménium-chlorid (hydrochlorid hydroxylaminu), 1,5 % (m/V) roztok
3.6. Peroxodisiran didraselny, 5 % (m/V) roztok
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3.7. Chlorid cinaty, 10 % (m/V) roztok
3.8. Koncentrovana Kyselina chlorovodikova, d»,= 1,18 g/ml

3.9. Sklena vata impregnovana chloridom paladnatym, 1 % (hmot.)

4. PRISTROJE A POMOCKY

4.1. Bezné laboratorne vybavenie.

4.2. Pristroj na stanovenie ortuti bezplamenovou atémovou absorpcnou spektroskopiou (technika
generovania studenej pary) vratane potrebného laboratérneho skla. Opticka draha kyvety musi byt
aspon 100 mm.

5. POSTUP

Vykonaju sa vsetky bezné opatrenia na stopova analyzu ortuti.

5.1. Rozklad

5.1.1. Navazi sa presne 150 mg vzorky (m v miligramoch), prida 10 ml kyseliny dusicnej (3.1.) a
necha sa za pravidelného pretrepavania poésobit 3 hodiny vo vzduchotesne uzavretej banke vo
vodnom kupeli pri 55 °C. Stucasne sa s ¢inidlami uskutocni slepy pokus.

5.1.2. Po ochladeni sa prida 10 ml kyseliny sirovej (3.2.) a vrati sa na 30 minut do vodného kupela
temperovaného na 55°C.

5.1.3. Banka sa umiestni do ladového kupela a opatrne sa prida 20 ml vody (3.3.).

5.1.4. V 2 ml davkach sa pridava 7 % roztok manganistanu draselného (3.4.), kym roztok neostane
sfarbeny. Na dalSich 15 minut sa vrati do vodného kupela temperovaného na 55°C.

5.1.5. Pridaju sa 4 ml roztoku peroxodisiranu draselného (3.6.). Pokracuje sa v zohrievani vo
vodnom kupeli pri 55°C pocas 30 minut.

5.1.6. Necha sa ochladit a obsah banky sa prenesie do 100 ml odmernej banky, ktora sa oplachne
5 ml roztoku hydroxylamoénium-chloridu (3.5.) a potom sa Styrikrat oplachne 10 ml vody (3.3.).
Roztok by mal byt bezfarebny. Doplni sa vodou (3.3.) po znacku.

5.2. Stanovenie

5.2.1. Do sklenej nadoby sa umiestni 10 ml testovaného roztoku (5.1.6.) na stanovenie ortuti
technikou generovania studenych par (4.2.). Zriedi sa 100 ml vody (3.3.) a prida sa 5 ml kyseliny
sirovej (3.2.) a 5 ml roztoku chloridu cinatého (3.7.). Po kazdom pridavku sa premiesa. Pocka sa 30
sekund, kym sa vsetka ortut vo forme ionov zredukuje na kovovu ortut a zmeria sa vysledna
hodnota (n v mikrogramoch).

5.2. Urcité mnozstvo sklenej vaty impregnovanej chloridom paladnatym (3.9.) sa vlozi medzi
nadobu na redukciu ortuti a prietokovii kyvetu pristroja (4.2.). Postup podla 5.2.1. sa opakuje a
odcita sa vysledna hodnota. Ak odc¢itana hodnota nie je nulova, mineralizacia nebola uplna a
analyza sa musi zopakovat.

6. VYPOCET

Ak

m je hmotnost skuSobnej vzorky v miligramoch,
n je mnozstvo ortuti (v png) od¢itané na pristroji,

obsah ortuti vyjadreny v hmotnostnych percentach sa vypocita podla vzorca

. n
Y% ortuti = —.
m

7. POZNAMKY
7.1. Na zlepSenie mineralizacie sa méze vzorka na zaciatku zriedit.
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7.2. Ak je podozrenie na absorpciu ortuti substratom, kvantitativne stanovenie by sa malo vykonat
metodou Standardnych pridavkov.

8. OPAKOVATELNOST?)

V pripade obsahu ortuti 0,007 % nesmie rozdiel medzi vysledkami dvoch paralelne uskutocnenych
stanoveni na tej istej vzorke presiahnut absolttnu hodnotu 0,00035 %.

23. STANOVENIE SULFIDOV ALKALICKYCH KOVOV A KOVOV ALKALICKYCH ZEMIN

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

1. ROZSAH OBLAST POUZITIA

Tato metdda opisuje stanovenie sulfidov pritomnych v kozmetickych vyrobkoch. Pritomnost tiolov
alebo inych redukc¢nych ¢inidiel (vratane siricitanov) nerusi stanovenie.

2. DEFINICIA

Obsah sulfidov stanoveny vo vzorke podla tejto metody sa vyjadri v hmotnostnych percentach siry.
3. PRINCIP

Po okysleni média sa sulfan (sirovodik) strhava pridom dusika a potom sa vyzraza vo forme
sulfidu kademnatého. Ten sa odfiltruje, premyje a potom sa stanovi jodometricky.

4. CINIDLA

Vsetky ¢inidla musia byt analyticky cisté.

4.1. Koncentrovana kyselina chlorovodikova, d,= 1,19 g/ml

4.2. Tiosiran sodny, 0,1 M standardny roztok

4.3. Jod, 0,05 M standardny roztok

4.4. Sulfid sodny

4.5. Octan kademnaty

4.6. Koncentrovany amoniak, d2°,= 0,90 g/ml

4.7. Amoniakalny roztok octanu kademnatého - 10 g octanu kademnatého (4.5.) sa rozpusti
priblizne v 50 ml vody, pridava sa amoniak (4.6.), kym sa vzniknuta zrazenina znova nerozpusti (t.
j. priblizne 20 ml), doplni sa vodou po znacku 100 ml.

4.8. Dusik

4.9. 1 M roztok amoniaku

5. PRISTROJE A pomocky

5.1. Bezné laboratérne vybavenie

5.2. 100 ml banka s okrithlym dnom a tromi zabrusovymi sklenymi hrdlami

5.3. Dve 150 ml konické banky so zabrusovymi sklenymi hrdlami, s rirkou na privod a odvod
plynu

5.4. Jeden lievik s dlhou stopkou

6. POSTUP

6.1. UvoInenie sulfidov

6.1.1. Pouzije sa balenie vyrobku, ktoré este nebolo otvorené. Do banky s okruhlym dnom (5.2.) sa
presne navazi mnozstvo vyrobku (m v gramoch), ktoré zodpoveda nie viac ako 30 mg sulfidovych
ionov. Prida sa 60 ml vody a 2 kvapky kvapaliny obmedzujucej penenie.

6.1.2. Do kazdej z 2 konickych baniek (5.3.) sa prenesie 50 ml roztoku 4.7.

6.1.3. Na banku s okruhlym dnom (5.2.) sa pripoji prikvapkavaci lievik, rarky na privod a odvod
plynu. Rarka na odvod plynu sa pripoji ku konickym bankam (5.3.) zapojenym do série
prostrednictvom PVC hadic.

Poznamka - aparatira na uvolnenie sulfidov musi prejst testom tesnosti — za rovnakych
skusobnych podmienok sa skuiSobna vzorka nahradi 10 ml roztoku sulfidu sodného pripraveného
podla 4.4., obsahujuceho X mg sulfidu stanoveného jodometricky. Nech Y je pocet miligramov
sulfidu stanoveného v zavere tejto operacie. Rozdiel medzi mnoZstvom X a mnoZstvom Y nesmie
prekrocit 3 %.

6.1.4. Aby sa vytesnil vzduch obsiahnuty v banke s okruhlym dnom (5.2.), prepusta sa cez nu 15
minut dusik rychlostou 2 bublinky za sekundu (4.8.).

6.1.5. Banka s okruhlym dnom sa zahreje na 85 + 5 °C.

6.1.6. Prud dusika (4.8.) sa zastavi a po kvapkach sa prida 40 ml roztoku kyseliny chlorovodikovej
4.1.).

6.1.7. Prud dusika (4.8.) sa znova spusti po pridani takmer vsetkého mnozstva kyseliny
chlorovodikovej a ponecha sa minimalne mnozstvo kvapaliny na utesnenie, aby sa predislo
unikaniu sulfanu.

6.1.8. Po 30 minutach sa zastavi zahrievanie, banka (5.2.) sa necha ochladit a pokracuje sa v
prepustani prudu dusika (4.8.) eSte aspon 1 1/2 hodiny.

6.2. Titracia



348/2004 Z. z. Zbierka zakonov Slovenskej republiky Strana 71

6.2.1. Sulfid kademnaty sa prefiltruje cez lievik s dlhou stopkou (5.4.).

6.2.2. Kénické banky (5.3.) sa oplachnu roztokom amoniaku (4.9.) a ich obsah sa vyleje na filter.
Potom sa oplachnu destilovanou vodou a voda sa pouzije na premytie zrazeniny zachytenej na
filtri.

6.2.3. Premyvanie zrazeniny sa skonc¢i 100 ml vody.

6.2.4. Filtracny papier so zrazeninou sa prenesie do prvej konickej banky, ktora obsahovala
zrazeninu, prida sa 25 ml (n; v mililitroch) roztoku jodu (4.3.), priblizne 20 ml Kyseliny
chlorovodikovej (4.1.) a 50 ml destilovanej vody.

6.2.5. Nadbytok jodu sa stanovi titraciou roztokom tiosiranu sodného (n, v mililitroch) (4.2.).

7. VYPOCET

Obsah sulfidov vo vzorke vyjadreny v hmotnostnych percentach siry sa vypocita podla vzorca

% siry = 32(n;X, - nzxz),
20m

kde

n, je objem pouzitého Standardného roztoku jéodu v mililitroch,

X, je molarita tohto roztoku,

n, je objem spotrebovaného standardného roztoku tiosiranu sodného (4.2.) v mililitroch,
X, je molarita tohto roztoku,

m je hmotnost skuSobnej vzorky v gramoch.

8. OPAKOVATELNOSTY)

Pre obsah sulfidov okolo 2 % (hmot.) nesmie rozdiel medzi vysledkami dvoch paralelne
uskutoénenych stanoveni na tej istej vzorke presiahnut absoltutnu hodnotu 0,2 % (hmot.).

24. DOKAZ A STANOVENIE (2,3-DIHYDROXYPROPYL)-4-AMINOBENZOATU

(Podla smernice Komisie 85/490/EHS z 11. oktébra 1985)

A. DOKAZ
1. ROZSAH A OBLAST POUZITIA
Tato metoda opisuje detekciu (2,3-dihydroxypropyl)-4-aminobenzoatu

(a-monoglyceryl-4-aminobenzoatu). TieZ bude detekovat etyl-4-aminobenzoat (benzokain), ktory
moze byt pritomny ako necistota.

2. PRINCIP

Tento dokaz sa uskutoéni tenkovrstvovou chromatografiou na silikagéli s fluorescenénym
indikatorom a detekciou volnej primarnej aminoskupiny prostrednictvom tvorby diazénového
farbiva na platni.

3. CINIDLA

Vsetky ¢inidla by mali byt analyticky cisté.

3.1. Rozpustadlova zmes

Cyklohexan/propan-2-ol/stabilizovany dichléormetan — v objemovych dieloch 48 : 64 : 9

3.2. Vyvijacie rozpustadlo

Petroléter (40-60)/benzén/aceton/roztok hydroxidu amoénneho obsahujici minimalne 25 % NH, v
objemovych dieloch 35:35:35: 1

3.3. Detekcné ¢inidlo

— dusitan sodny - 1 g v 100 ml 1 M kyseliny chlorovodikovej pripraveny tesne pred pouzitim

— 2-naftol - 0,2 g v 100 ml 1 M hydroxidu draselného

3.4. Standardné roztoky

- (2,3-dihydroxypropyl)-4-aminobenzoat — 0,05 g v 100 ml zmesového rozpustadla 3.1.

— etyl-4-aminobenzoat — 0,05 g v 100 ml zmesového rozpustadla 3.1.

3.5. Silikagélové platne 60 F254 s hrubkou 0,25 mm, 200 mm 200 mm

4. PRISTROJE A POMOCKY
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4.1. Bezné zariadenie na tenkovrstvovi chromatografiu

4.2. Ultrazvukovy kupel

4.3. Milipore filter FH, 0,5 pm alebo ekvivalentny

5. POSTUP

5.1. Priprava vzorky

Do 10 ml odmernej banky s uzaverom sa navazi 1,5 g vyrobku, doplni sa rozpustadlovou zmesou
3.1. po znacku. Zazatkuje sa a necha sa 1 hodinu pri laboratérnej teplote v ultrazvukovom kupeli
(4.2.). Prefiltruje sa cez Milipore filter (4.3.) a filtrat sa pouzije na chromatografiu.

5.2. Tenkovrstvova chromatografia

Na platnu (3.5.) sa nanesie po 10 ml roztoku vzorky (5.1.) a kazdého standardného roztoku (3.4.).
Chromatogram sa vyvija vo vyvijacej komore dopredu nasytenej rozpustadlom 3.2. do vysky 150
mm. Platna sa necha vysusit pri laboratérnej teplote.

5.3. Vyvolanie

5.3.1. Platna sa pozoruje pod ultrafialovym svetlom pri 254 nm.

5.3.2. Uplne vysusena platna sa postrieka roztokom 3.3.1.

Necha sa vysusit 1 minutu pri laboratérnej teplote a ihned sa postrieka roztokom 3.3.2. Platna sa
vysusi v suSiarni  pri 60 °C. Skvrny sa  prejavia  oranzovym  sfarbenim.
(2,3-dihydroxypropyl)-4-aminobenzoat: R; 0,07; etyl-4-aminobenzoat: R;0,55.

B. STANOVENIE

1. ROZSAH A OBLAST POUZITIA

Tato metoda sluzi na stanovenie (2,3-dihydroxypropyl)-4-aminobenzoatu
(a-monoglyceryl-4-aminobenzoatu) a tiez etyl-4-aminobenzoatu. Nie je vhodna na stanovenie viac
ako 5 % (hmot.) (2,3-dihydroxypropyl)-4-aminobenzoatu a 1 % (hmot.) etyl-4-aminobenzoatu.

2. DEFINICIA

Obsah (2,3-dihydroxypropyl)-4-aminobenzoatu a etyl-4-aminobenzoatu stanoveny touto metédou
sa vyjadri v hmotnostnych percentach vyrobku.

3. PRINCIP

Analyzovany vyrobok sa suspenduje v metanole a po vhodnom spracovani vzorky sa stanovi
vysokoucinnou kvapalinovou chromatografiou (HPLC).

4. CINIDLA

Vsetky ¢inidla musia byt analyticky ¢isté a vhodné na HPLC, kde sa to poZaduje.

4.1. Metanol

4.2. Dihydrogenfosforecnan draselny (KH,PO,)

4.3. Octan zino¢naty [Zn(CH,COO), . 2H,0]

4.4. Kyselina octova, d = 1,05 g/ml

4.5. Hexakyanozeleznatan draselny (K,[Fe(CN)
4.6. Etyl-4-hydroxybenzoat

4.7. (2,3-dihydroxypropyl)-4-aminobenzoat
4.8. Etyl-4-aminobenzoat

4.9. Fosfore¢nanovy tlmivy roztok 0,02 M - 2,72 g dihydrogenfosfore¢cnanu draselného (4.2.) sa
rozpusti v 1 litri vody

4.10. Eluent

Fosfore¢nanovy tlmivy roztok (4.9.)/metanol (4.1.) v objemovych dieloch 61 : 39

ZloZenie mobilnej fazy sa moéze upravit tak, aby sa dosiahol koeficient rozliSenia R rovny alebo
vacsi ako 1,5 podla vzorca

o - 3 H,0)
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R— 2d"’r2 -d T,
W, +W,

kde

r ar, su reten¢né ¢asy pikov v minutach,

W, aWw, je sirka pikov v polovi¢nej vySke v milimetroch,
d je rychlost zapisovaca v milimetroch za minutu.

4.11. Zasobny roztok (2,3-dihydroxypropyl)-4-aminobenzoatu

Presne sa navazi priblizne 40 mg (2,3-dihydroxypropyl)-4-aminobenzoatu, prenesie do 100 ml
odmernej banky, rozpusti v 40 ml metanolu (4.1.), doplni tlmivym roztokom (4.9.) po znacku a
premiesa.

4.12. Zasobny roztok etyl-4-aminobenzoatu

Presne sa navazi priblizne 40 mg (2,3-dihydroxypropyl)-4-aminobenzoatu a prenesie sa do 100 ml
odmernej banky. Rozpusti sa v 40 ml metanolu (4.1.), doplni tlmivym roztokom (4.9.) po znacku a
premiesa.

4.13. Roztok vnutorného standardu

Presne sa navazi priblizne 50 mg etyl-4-hydroxybenzoatu (4.6.), prenesie do 100 ml odmernej
banky, rozpusti v 40 ml metanolu (4.1.), doplni tlmivym roztokom (4.9.) po znacku a premiesa.
4.14. Standardné roztoky

Rozpustenim v 100 ml eluenta (4.10.) sa podla nasledujucej tabulky pripravia 4 Standardné
roztoky

Standardny |(2,3-dihydroxypropyl)-4- Etyl-4-minobenzoat |Etyl-4-ydroxybenzoat
roztok minobenzoat

(pg/ml)*) ml (4.11.) (pg/ml)*) |ml (4.12.)|((pg/ml)*) |ml (4.13.)
I 8 2 8 2 50 10
II 16 4 12 3 50 10
II 24 6 16 4 50 10
v 40 10 20 5 50 10

Poznamka - tieto roztoky sa moézu pripravit aj inym spésobom.

*) Tieto hodnoty st uvedené na indikaciu a zodpovedaju presnym hmotnostiam 4.11., 4.12. a 4.13.
4.15. Carrezov roztok I

26,5 g hexakyanozeleznatanu draselného (4.5.) sa rozpusti vo vode a doplni sa do 250 ml.

4.16. Carrezov roztok II

54,9 g octanu zino¢natého (4.3.) a 7,5 ml kyseliny octovej (4.4.) sa rozpusti vo vode a doplni sa do
250 ml.

4.17. Merck Lichrosorb RP-18 alebo jeho ekvivalent s priemernou velkostou ¢astic 5 pm.

5. PRISTROJE A POMOCKY

5.1. Bezné laboratérne vybavenie

5.2. Vybavenie na vysokouc¢innu kvapalinovii chromatografiu s nastavitelnym ultrafialovym
detektorom a termostatovanou komorou nastavenou na 45 °C
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5.3. Koléna z nehrdzavejucej ocele, dizka 250 mm, vnutorny priemer 4,6 mm, napli Lichrosorb
RP-18 (4.17.)

5.4. Ultrazvukovy kupel

6. POSTUP

6.1. Priprava vzorky

6.1.1. Do 100 ml kadicky sa presne navazi priblizne 1 g vzorky a prida sa 10 ml metanolu (4.1.).
6.1.2. Kadicka sa na 20 minut umiestni do ultrazvukového kupela (5.4.), aby sa vytvorila
suspenzia. Takto ziskana suspenzia sa kvantitativne prenesie do 100 ml odmernej banky s nie viac
ako 75 ml eluenta (4.10.). Jeden po druhom sa prida 1 ml Carrezovho roztoku I (4.15.) a 1 ml
Carrezovho roztoku II (4.16.) a po pridani kazdého sa premiesSa. Doplni sa eluentom (4.10.) po
znacku, znova sa premiesa a prefiltruje cez skladany filter.

6.1.3. 3 ml filtratu ziskaného podla 6.1.2. a 5 ml roztoku vnutorného Standardu (4.13.) sa pipetou
prenesie do 50 ml odmernej banky. Doplni sa eluentom (4.10.) po znacku a premiesa sa. Takto
ziskany roztok sa pouzije na uskuto¢nenie chromatografickej analyzy opisanej v 6.2.

6.2. Chromatografia

6.2.1. Prietokova rychlost mobilnej fazy (4.10.) sa upravi na 1,2 ml/min a teplota kolény sa nastavi
na 45°C.

6.2.2. Detektor (5.2.) sa nastavi na 274 nm.

6.2.3. Mikrostriekackou sa do chromatografu najmenej dvakrat nastrekne 20 ml roztoku (6.1.3.) a
meria sa plocha pikov.

6.3. Kalibracna krivka

6.3.1. Nastrekne sa 20 ml kazdého standardného roztoku (4.14.) a meria sa plocha pikov.

6.3.2. Pre kazdua koncentraciu sa  vypocita pomer medzi plochou pikov
(2,3-dihydroxypropyl)-4-aminobenzoatu a plochou pikov vnutorného standardu. Na suradnice sa
nanesie tento pomer oproti pomeru zodpovedajtucich hmotnosti.

6.3.3. Rovnakym spdsobom sa postupuje pre etyl-4-hydroxybenzoat.

7. VYPOCET

7.1. Z kalibracnej krivky ziskanej v 6.3. sa odc¢itaju pomery hmotnosti (RP1, RP2) zodpovedajuce
pomeru ploch pikov vypocitanych v 6.2.3.,

kde

RP1 je hmotnost (2,3-dihydroxypropyl)-4-aminobenzoatu delena hmotnostou
etyl-4-hydroxybenzoatu,

RP2 je hmotnost etyl-4-aminobenzoatu delena hmotnostou etyl-4-hydroxybenzoatu.

7.2. Z takto ziskanych pomerov hmotnosti sa vypocita obsah
(2,3-dihydroxypropyl)-4-aminobenzoatu a etyl-4-aminobenzoatu v hmotnostnych percentach podla
vzorcov

% (2,3-dihydroxypropyl)-4-aminobenzoatu = RP1 x 1

6p

% etyl-4-aminobenzoatu = RP2 x L '

6p
kde
q je mnozstvo etyl-4-hydroxybenzoatu (vniitorného standardu) navazeného v 4.12. v miligramoch,
p je mnozstvo vzorky navazenej v 6.1.1. v gramoch.
8. OPAKOVATELNOST?)
8.1. Pri obsahu (2,3-dihydroxypropyl)-4-aminobenzoatu 5 % (hmot.) nesmie rozdiel medzi
vysledkami dvoch paralelne uskutoc¢nenych stanoveni na tej istej vzorke presiahnut v absolttne;j
hodnote 0,25 %.
8.2. Pri obsahu etyl-4-aminobenzoatu 1 % (hmot.) nesmie rozdiel medzi vysledkami dvoch
paralelne uskutoc¢nenych stanoveni na tej istej vzorke presiahnut v absolitnej hodnote 0,10 %.
9. POZNAMKY
9.1. Pred uskutoc¢nenim analyzy sa preveri, ¢i vzorka obsahuje latky, ktorych pik by sa mohol na
chromatograme prekryvat s pikom vnutorného Standardu (etyl-4-hydroxybenzoatu).
9.2. Na zistenie nepritomnosti akejkolvek latky rusiacej stanovenie sa stanovenie zopakuje pri
zmene podielu metanolu v mobilnej faze o pomerne 10 %.
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25. STANOVENIE CHLORBUTANOLU (INN)

(Podla smernice Komisie 85/490/EHS z 11. oktébra 1985)

1. ROZSAH A OBLAST POUZITIA

Tato metoda je vhodna na stanovenie chlorbutanolu (INN) do maximalneho obsahu 0,5 % (hmot.) v
kozmetickych vyrobkoch okrem aerosolov.

2. DEFINICIA

Obsah chlorbutanolu stanoveny touto metoédou sa vyjadri v hmotnostnych percentach
chloérbutanolu vo vyrobku.

3. PRINCIP

Po primeranom spracovani analyzovaného vyrobku sa stanovenie robi plynovou chromatografiou s
pouzitim 2,2,2-trichléretanolu ako vnutorného Standardu.

4. CINIDLA

Vsetky ¢inidla musia byt analyticky cisté.

4.1. Chlorbutanol (1,1, 1-trichlor-2-metylpropan-2-ol)

4.2. 2,2,2-trichloretanol

4.3. Absolutny etanol

4.4. Standardny roztok chlorbutanolu (4.1.) — 0,025 g v 100 ml etanolu (4.3.) (m/V)

4.5. Standardny roztok 2,2,2-trichléretanolu — 4 mg v 100 ml etanolu (4.3.) (m/V)

5. PRISTROJE A POMOCKY

5.1. Bezné laboratérne vybavenie

5.2. Plynovy chromatograf s detektorom elektrénového zachytu, sNi

6. POSTUP

6.1. Priprava vzorky

Presne sa navazi medzi 0,1 a 0,3 g (p v gramoch) vzorky. Umiestni sa do 100 ml odmernej banky,
rozpusti v etanole (4.3.), prida 1 ml roztoku vnatorného Standardu (4.5.) a doplni etanolom (4.3.)
po znacku.

6.2. Podmienky na plynova chromatografiu

6.2.1. Prevadzkové podmienky musia poskytnut koeficient rozliSenia R rovny alebo vaési ako 1,5
podla vzorca

R=9 T, -d T
1+W2

kde

r ar, su retencné casy pikov v minutach,

W, aWw, je sirka pikov v polovi¢nej vysSke v milimetroch,
d je rychlost zapisovaca v milimetroch za minutu.

6.2.2. Pozadované rozliSenie poskytuju nasledujuce prevadzkové podmienky

Koléna I II

Material sklo nehrdzavejica ocel
Dlzka 1,80 m 3m

Priemer 3 mm 3 mm
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Stacionarna faza 10 % Carbowax 20 M TPA na 5 % OV 17 na Chromosorbe WAW
Gaschrome Q, 80 - 100 mesh DMCS, 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 argon/metan
v objemovych dieloch
95:5

Prietokova rychlost |35 ml/min 35 ml/min

6.3. Kalibrac¢na krivka

Do piatich 100 ml odmernych baniek sa prida po 1 ml Standardného roztoku (4.5.) a jednotlivo
0,2, 0,3, 0,4, 0,5 a 0,6 ml roztoku 4.4. sa doplnia etanolom (4.3.) po znacku a premiesaju sa. Do
chromatografu sa nastrekne 1 ml kazdého z tychto roztokov za prevadzkovych podmienok
uvedenych v 6.2.2. Nanesenim na os x pomeru hmotnosti chléorbutanolu a hmotnosti
2,2,2-trichléretanolu a na os y pomeru plochy prislusnych pikov sa zostroji kalibracna krivka.

6.4. Nastrekne sa 1 ml roztoku ziskaného v 6.1. a postupuje sa za podmienok opisanych v 6.2.2.

7. VYPOCET

7.1. Z kalibracnej krivky (6.3.) sa vypocita mnozstvo a vyjadrené v mg chlérbutanolu v roztoku 6.1.
7.2. Obsah chlérbutanolu (INN) v hmotnostnych percentach vo vzorke sa vypocita podla vzorca

ax10®°  a

% chlorbutanolu = == -
px10° px10

8. OPAKOVATELNOST?)

Pri obsahu chlorbutanolu 0,5 % (hmot.) nesmie rozdiel medzi vysledkami dvoch paralelne
uskutoénenych stanoveni na tej istej vzorke presiahnut 0,01 %.

Poznamka — ak sa vysledok rovna najvyssie povolenému obsahu alebo ho presahuje, je potrebné
overit nepritomnost latok rusiacich stanovenie.

26. DOKAZ A STANOVENIE CHININU

(Podla smernice Komisie 85/490/EHS z 11. oktébra 1985)

A. DOKAZ

1. ROZSAH A OBLAST POUZITIA

Tato metoda je urcena na detekciu pritomnosti chininu v Sampoénoch a vlasovych lotionoch.

2. PRINCIP

Dokaz sa robi tenkovrstvovou chromatografiou na silikagéli. Detekciou chininu je modra
fluorescencia chininu v kyslom prostredi pri 360 nm. Na dalSie potvrdenie sa moéze fluorescencia
odstranit parami bromu a pary amoniaku spdsobia objavenie sa zltkastej fluorescencie.

3. CINIDLA

Vsetky ¢inidla musia byt analyticky cisté.

3.1. Silikagélové platne bez fluorescenc¢ného indikatora s hrabkou 0,25 mm, 200 mm x 200 mm
3.2. Vyvijacie rozpustadlo — toluén/dietyléter/dichlérmetan/dietylamin v objemovych dieloch 20 :
20:20:8

3.3. Metanol

3.4. Kyselina sirova 96 %,d>, = 1,84 g/ml

3.5. Dietyléter
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3.6. Vyvolavacie ¢inidlo

K 95 ml dietyléteru (3.5.) v chladiacom kupeli sa opatrne prida 5 ml kyseliny sirovej (3.4.).
3.7. Brom

3.8. Roztok hydroxidu amonneho 28 %,d», = 0,90 g/ml

3.9. Chinin, bezvody

3.10. Standardny roztok

Do odmernej banky sa presne navazi priblizne 100 mg bezvodého chininu (3.9.) a rozpusti sa v
100 ml metanolu (3.3.).

4. PRISTROJE A POMOCKY

4.1. Bezné vybavenie pre tenkovrstvovi chromatografiu

4.2. Ultrazvukovy kupel

4.3. Milipore filter FH 0,5 um alebo jeho ekvivalent s primeranym filtraénym vybavenim

5. POSTUP

5.1. Priprava vzorky

Do 100 ml odmernej banky sa presne navazi mnozstvo vzorky, ktoré by malo obsahovat priblizne
100 mg chininu, rozpusti sa a doplni metanolom (3.3.) po znacku. Banka sa zazatkuje a necha sa
hodinu pri laboratérnej teplote v ultrazvukovom kupeli (4.2.). Prefiltruje sa (4.3.) a filtrat sa pouzije
na chromatografiu.

5.2. Tenkovrstvova chromatografia

Na silikagélova platnu (3.1.) sa nanesie 1 ml Standardného roztoku (3.10.) a 1 ul roztoku vzorky
(5.1.). Chromatogram sa s pouzitim rozpustadla 3.2. necha vyvijat vo vyvijacej komore dopredu
nasytenej rozpustadlom (3.2.) do vzdialenosti 150 mm.

5.3. Vyvolanie

5.3.1. Platna sa vysusi pri laboratornej teplote.

5.3.2. Postrieka sa ¢inidlom 3.6.

5.3.3. Platna sa necha vysusit jednu hodinu pri laboratérne;j teplote.

5.3.4. Pozoruje sa pod svetlom ultrafialovej lampy nastavenej na vinova dizku 360 nm. Chinin sa
prejavi ako intenzivne modro fluoreskujuca skvrna. Uvedena tabulka udava R; 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

5.3.5. Na dalsie potvrdenie pritomnosti chininu sa platna vystavi priblizne na 1 hodinu param
bromu (3.7.). Fluorescencia zmizne. Ak sa ta ista platna vystavi param amoniaku (3.8.), Skvrny sa
znova objavia. Ak sa platna znova skuma pod ultrafialovym svetlom pri 360 nm, pozoruje sa
zltkasta fluorescencia. Medza detekovatelnosti je 0,1 ng chininu.

B. STANOVENIE

1. ROZSAH A ROZSAH POUZITIA

Tato metoda opisuje stanovenie chininu. Mo6Ze sa pouZif na stanovenie chininu do najvyssie
pripustného obsahu 0,5 % (hmot.) v Sampoénoch a 0,2 % (hmot.) vo vlasovych lotionoch.

2. DEFINICIA

Obsah chininu stanoveny touto metédou sa vyjadri v hmotnostnych percentach chininu vo
vyrobku.

3. PRINCIP

Po primeranom spracovani analyzovaného vyrobku sa stanovenie robi vysokoucinnou
kvapalinovou chromatografiou (HPLC).

4. CINIDLA

Vsetky ¢inidla musia byt analyticky ¢isté a vhodné na HPLC.

4.1. Acetonitril
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4.2. Dihydrogenfosforecnan draselny (KH,PO,)
4.3. Kyselina trihydrogenfosforecna 85 %, d*,= 1,7 g/ml

4 .4. Tetrametylamonium-bromid

4.5. Chinin, bezvody

4.6. Metanol

4.7. Roztok kyseliny trihydrogenfosfore¢nej (0,1 M)

Navazi sa 11,53 g kyseliny trihydrogenfosforeénej (4.3.) a rozpusti sa v odmernej banke v 1 000 ml
vody.

4.8. Roztok dihydrogenfosfore¢nanu draselného (0,1 M)

Navazi sa 13,6 g dihydrogenfosfore¢nanu draselného (4.2.) a rozpusti sa v odmernej banke v 1 000
ml vody,

4.9. Roztok tetrametylamonium-bromidu

15,40 g tetrametylamonium-bromidu (4.4.) sa rozpusti v odmernej banke v 1 000 ml vody.

4.10. Eluent

Kyselina trihydrogenfosfore¢na (4.7.)/dihydrogenfosforeénan draselny
(4.8.)/tetrametylamonium-bromid (4.9.)/voda/acetonitril (4.1.) v objemovych dieloch 10 : 50 : 100
: 340 : 90

ZloZenie mobilnej fazy sa moéze upravit, aby sa dosiahol koeficient rozliSenia R rovny alebo vac¢si

R=2d r, -dr
W, +W,

kde

rar, su retencné casy pikov v minutach,

W, aWw, je sirka pikov v polovicnej vySke v milimetroch,
d je rychlost zapisovaca v milimetroch za minutu.

4.11. Silikagél upraveny oktadecylsilanom, 10 pm

4.12. Standardné roztoky

Do supravy 100 ml odmernych baniek sa jednotlivo presne navazi priblizne 5, 10, 15 a 20 ug
bezvodého chininu (4.5.). Doplni sa metanolom (4.6.) po znacku a obsah baniek sa miesa, kym sa
chinin nerozpusti. Kazda vzorka sa prefiltruje cez 0,5 mm filter.

5. PRISTROJE A POMOCKY

5.1. Bezné laboratérne vybavenie

5.2. Ultrazvukovy kuapel

5.3. Zariadenie na vysokoucinnu kvapalinova chromatografiu s detektorom s nastavitelnou
vlnovou dizkou

5.4. Kolona, dizka 250 mm, vnatorny priemer 4,6 mm, napln silikagél (4.11.)

5.5. Milipore filter FH 0,5 mm alebo jeho ekvivalent s primeranym filtracnym zariadenim

6. POSTUP

6.1. Priprava vzorky

Do 100 ml odmernej banky sa presne navazi mnozstvo vyrobku dostatoc¢né na to, aby obsahovalo
10 mg bezvodého chininu, prida sa 20 ml metanolu (4.6.) a umiestni sa na 20 minut do
ultrazvukového kupela (5.2.). Doplni sa metanolom (4.6.) po znacku. Roztok sa zamieSa a
alikvotna c¢ast sa prefiltruje (5.5.).
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6.2. Chromatografia

Prietokova rychlost 1 ml/min

Vlnova dizka detektora (5.3.) 332 nm

Nastrekovany objem 10 pl prefiltrovaného roztoku (6.1.)
Meria sa plocha piku

6.3. Kalibracna krivka

Najmenej trikrat sa nastrekne po 10 ul kazdého referenéného roztoku (4.12.), meria sa plocha
pikov a vypocita sa priemerna plocha pre kazdu koncentraciu. Zostroji sa kalibra¢na krivka a overi
sa, Ci je linearna.

7. VYPOCET

7.1. Z kalibracnej krivky (6.3.) sa stanovi mnozstvo bezvodého chininu v pg pritomného v
nastreknutom objeme (6.2.).

7.2. Obsah bezvodého chininu vo vzorke ako hmotnostné percento sa ziska podla vzorca

% bezvodého chininu = E

A

kde

B je mnozstvo bezvodého chininu v mikrogramoch stanoveného v 10 mikrolitroch prefiltrovaného
roztoku (6.1.),

A je hmotnost vzorky v gramoch (6.1.).

8. OPAKOVATELNOST?)

Pri obsahu bezvodého chininu 0,5 % (hmot.) nesmie rozdiel medzi vysledkami dvoch paralelne
uskutocnenych stanoveni na tej istej vzorke presiahnut 0,02 %.

Pri obsahu bezvodého chininu 0,2 % (hmot.) nesmie rozdiel medzi vysledkami dvoch paralelne
uskutocnenych stanoveni na tej istej vzorke presiahnut 0,01 %.

27. DOKAZ A STANOVENIE ANORGANICKYCH SIRICITANOV A HYDROGENSIRICITANOV

(Podla smernice Komisie 85/490/EHS z 11. oktébra 1985)

ROZSAH A OBLAST POUZITIA

Tato metoda opisuje dokaz a stanovenie anorganickych siricitanov a hydrogensiricitanov v
kozmetickych vyrobkoch. Je pouzitelna iba pri vyrobkoch, ktoré maju vodnu alebo alkoholicku
fazu, a na obsah oxidu siri¢itého do 0,2 %.

A. DOKAZ

1. PRINCIP

Vzorka sa zahrieva s kyselinou chlorovodikovou a uvolneny oxid siri¢ity sa identifikuje podla
zapachu alebo uc¢inku na indikatorovy papierik.

2. CINIDLA

Vsetky cinidla musia byt analyticky Cisté.

2.1. Kyselina chlorovodikova, 4 M

2.2. Skrobovy papierik s jodiénanom draselnym alebo ina vhodna alternativa

3. PRISTROJE A POMOCKY

3.1. Bezné laboratérne vybavenie

3.2. Banka 25 ml vybavena kratkym spadtnym chladicom

4. POSTUP

4.1. Do banky (3.2.) sa umiestni okolo 2,5 g vzorky a 10 ml kyseliny chlorovodikovej (2.1.).
Premiesa sa a zahrieva sa do varu. Uvolnovanie oxidu siri¢itého sa skiima podla zapachu alebo
indikatorovym papierikom (2.2.).

B. STANOVENIE

1. DEFINICIA

Obsah siricitanov alebo hydrogensiricitanov vo vzorke stanoveny touto metédou sa vyjadri v
hmotnostnych percentach oxidu siricitého.
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2. PRINCIP

Po okysleni vzorky sa uvolneny oxid siriCity destiluje do roztoku peroxidu vodika. Vzniknuta
kyselina sirova sa titruje Standardnym roztokom hydroxidu sodného.

3. CINIDLA

Vsetky ¢inidla musia byt analyticky cisté.

3.1. 0,2 % (m/V) peroxid vodika, cerstvo pripraveny

3.2. Kyselina trihydrogenfosforecna, d*°,= 1,75 g/ml

3.3. Metanol

3.4. Standardny roztok hydroxidu sodného, 0,01 M

3.5. Dusik

3.6. Indikator

Zmes metylovej cervenej (0,03 % m/V v etanole) a metylénovej modrej (0,05 % m/V v etanole), 1 :
1 (obj. diely). Roztok sa prefiltruje.

4. PRISTROJE A POMOCKY

4.1. Bezné laboratorne vybavenie

4.2. Destilacna aparatura (obrazok ¢. 1)

5. POSTUP

5.1. Do destilacnej banky A (obrazok ¢. 1) sa presne navazi priblizne 2,5 g vzorky.

5.2. Prida sa 60 ml vody a 50 ml metanolu (3.3.) a premiesa sa.

5.3. Do destilacnej predlohy D (obrazok ¢. 1) sa umiestni 10 ml peroxidu vodika (3.1.), 60 ml vody
a par kvapiek indikatora (3.6.). Prida sa par kvapiek roztoku hydroxidu sodného (3.4.), kym sa
indikator sfarbi na zeleno.

5.4. 5.3. sa zopakuje pre premyvacku E (obrazok ¢. 1).

5.5. Aparatura sa spoji a prud dusika (3.5.) sa nastavi na priblizne 60 bubliniek za 1 minutu.

5.6. Z lievika sa do destila¢nej banky A prida 15 ml kyseliny trihydrogenfosforecnej (3.2.).

5.7. Rychlo sa zahreje do varu a potom sa mierne vari celkovo 30 minit.

5.8. Destilacna predloha D sa odpoji. Trubica sa preplachne a potom sa titruje roztokom
hydroxidu sodného (3.4.), kym sa indikator (3.6.) sfarbi na zeleno.

6. VYPOCET

Obsah siricitanov a hydrogensiric¢itanov v hmotnostnych percentach vo vzorke sa vypocita podla

. el 32X MxV
% oxidu siri¢itého = ,

m

kde

M je molarna koncentracia roztoku hydroxidu sodného (3.4.),

V je objem roztoku hydroxidu sodného (3.4.) spotrebovaného na titraciu (5.8.) v mililitroch,

m je hmotnost vzorky (5.1.) v gramoch.

7. OPAKOVATELNOST?)

Pri obsahu oxidu siri¢itého 0,2 % (hmot.) rozdiel medzi vysledkami dvoch paralelne uskutoénenych
stanoveni na tej istej vzorke nesmie byt vacsi ako 0,006 %.

Obrazok ¢. 1: Destilacna aparatira na destilaciu oxidu siri¢itého podla Tannera. VSetky rozmery
su v mm.
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28. DOKAZ A STANOVENIE CHLORECNANOV ALKALICKYCH KOVOV

(Podla smernice Komisie 85/490/EHS z 11. oktébra 1985)

ROZSAH A OBLAST POUZITIA

Tato metoda opisuje dokaz a stanovenie chlorecnanov v zubnych pastach a ostatnych
kozmetickych vyrobkoch.

A. DOKAZ

1. PRINCIP

Chlore¢nany sa oddelia od bromi¢nanov a jodi¢nanov tenkovrstvovou chromatografiou a
identifikuju sa na zaklade oxidacie jodidu za vzniku jodu.

2. CINIDLA

Vsetky cinidla musia byt analyticky Cisté.

2.1. Referenéné roztoky

Cerstvo pripravené vodné roztoky chloreénanu, bromi¢nanu a jodi¢nanu draselného (0,2 % m/V)
2.2. Vyvijacie rozpustadlo

28 % (m/V) roztok amoniaku/acetéon/butanol v objemovych dieloch 60 : 130 : 30

2.3. 5 % (m/V) jodid draselny, vodny roztok

2.4.1az 5 % (m/V) roztok skrobu

2.5. 1 M kyselina chlorovodikova

2.6. Komercné celulézové tenkovrstvové platne (0,25 mm)

3. PRISTROJE A POMOCKY

Bezné vybavenie na tenkovrstvovii chromatografiu

4. POSTUP

4.1. Asi 1 g vzorky sa extrahuje vodou, prefiltruje a zriedi sa asi na 25 ml.

4.2. 2 ml roztoku (4.1.) spolu s 2 ml kazdého z troch referenénych roztokov (2.1.) sa nanesu na
platnu (2.6.).

4.3. Platna sa umiestni do vyvijacej komory a vyvija sa s rozpustadlom 2.2. vzostupnou
chromatografiou asi do 3/4 dIZky platne (2.6.).
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4.4. Vyberie sa z vyvijacej komory a rozpustadlo sa necha odparit.

Poznamka — moéze to trvat az do 2 hodin.

4.5. Platna sa postrieka roztokom jodidu draselného (2.3.) a necha sa vysusit asi 5 minut.

4.6. Platna sa postrieka roztokom skrobu (2.4.) a necha sa vysusit asi 5 minut.

4.7. Platna sa postrieka kyselinou chlorovodikovou (2.5.).

5. VYHODNOTENIE

Ak su pritomneé chlorecnany, asi po 0,5 hodine sa objavi modra skvrna (mozno hneda skvrna) s R,

hodnotou priblizne 0,7 az 0,8.

Soli oxokyselin halogénov v oxidacnom stupni V R,
Jodi¢nany 0az0,2
Bromic¢nany 0,5az 0,6
Chlorec¢nany 0,7 az 0,8

Treba poznamenat, Ze bromic¢nany a jodi¢nany davaju okamziti reakciu. Treba si dat pozor, aby
sa Skvrny bromi¢nanov nezamenili so Skvrnami chlorecnanov.

B. STANOVENIE

1. DEFINICIA

Obsah chlorecnanov vo vzorke stanoveny touto metéodou sa vyjadri v hmotnostnych percentach
chlorecnanu.

2. PRINCIP

Chlorecnany sa redukuju praskovym zinkom v kyslom prostredi. Vzniknuté chloridy sa stanovia
potenciometrickou titraciou roztokom dusi¢nanu strieborného. Podobné stanovenie pred
redukciou umoznuje stanovit pripadne pritomné halogenidy.

3. CINIDLA

Vsetky ¢inidla musia byt analyticky cisté.

3.1. Kyselina octova, 80 % (hmot.)

3.2. Praskovy zinok

3.8. Standardny roztok dusi¢nanu strieborného, 0,1 M

4. PRISTROJE A POMOCKY

4.1. Bezné laboratorne vybavenie

4.2. Potenciometer vybaveny striebornou indikacnou elektréodou

5. POSTUP

5.1. Priprava vzorky

Do centrifuga¢nej kyvety sa presne navazia pribliZzne 2 g (m v gramoch). Prida sa asi 15 ml
kyseliny octovej (3.1.) a opatrne sa premieSa. Pocka sa 30 minut a odstreduje 15 minut na
centrifage pri 2 000 otackach/min. Supernatant sa prenesie do 50 ml odmernej banky.
Odstredovanie zvysku sa zopakuje dvakrat s 15 ml kyseliny octovej (3.1.). Roztok obsahujtci
chlorecnan sa zbiera do tej istej odmernej banky. Doplni sa po znacku kyselinou octovou (3.1.).
5.2. Redukcia chlorecnanov

Odoberie sa 20 ml roztoku 5.1. a prida sa 0,6 g praskového zinku (3.2.). Obsah sa v banke
vybavenej kondenza¢nou rurkou privedie do varu. Po 30 minutach varu sa ochladi a prefiltruje.
Banka sa oplachne vodou, obsah sa prefiltruje a filtraty sa spoja.

5.3. Stanovenie chloridov

20 ml roztoku 5.2. sa titruje roztokom dusicnanu strieborného (3.3.) pri pouziti potenciometra
(4.2.). Rovnakym sposobom sa roztokom dusi¢nanu strieborného (3.3.) titruje 20 ml roztoku 5.1.
Poznamka - ak vyrobok obsahuje derivaty bromu alebo jodu, ktoré moézu po redukcii uvolnovat
bromidy alebo jodidy, titra¢na krivka bude mat niekolko inflexnych bodov. V takom pripade objem
titracného roztoku (3.3.) zodpovedajuci chloridom je rozdiel medzi poslednym a predposlednym
inflexnym bodom.

6. VYPOCET

Obsah chlorecnanov v hmotnostnych percentach vo vzorke sa vypocita podla vzorca
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% chlore¢nanov = 209x (VX V ) Mj
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 Sstandardného roztoku dusi¢nanu strieborného (3.3.),
m je hmotnost vzorky v gramoch.

7. OPAKOVATELNOST?)

Pri obsahu chlorecnanov 3 az 5 % (hmot.) nesmie rozdiel medzi vysledkami dvoch paralelne
uskutoénenych stanoveni na tej istej vzorke presiahnut 0,07 % (hmot.).

29. DOKAZ A STANOVENIE JODICNANU SODNEHO

(Podla smernice Komisie 85/490/EHS z 11. oktébra 1985)

ROZSAH A OBLAST POUZITIA

Tato metoda opisuje postup na dokaz a stanovenie jodicnanu sodného v kozmetickych vyrobkoch,
ktoré sa oplachuju.

A. DOKAZ

1. PRINCIP

Jodi¢nany sa oddelia od bromi¢nanov a chloreénanov tenkovrstvovou chromatografiou a
identifikuju sa na zaklade oxidacie jodidu za vzniku jodu.

2. CINIDLA

Vsetky ¢inidla musia byt analyticky cisté.

2.1. Referenéné roztoky

Cerstvo pripravené vodné roztoky chlorecnanu, bromic¢nanu a jodi¢nanu draselného, 0,01 % (m/V)
2.2. Vyvijacie rozpustadlo

Roztok amoniaku, 28 % (m/V)/aceton/butanol (60 : 130 : 30, obj. diely)

2.3. Vodny roztok jodidu draselného, 5 % (m/V)

2.4. Roztok skrobu, 1 az 5 % (m/V)

2.5. Kyselina chlorovodikova, 1 M

3. PRISTROJE A POMOCKY

3.1. Komercné celul6zové tenkovrstvové platne (0,25 mm)

3.2. Bezné vybavenie na tenkovrstvovi chromatografiu

4. POSTUP

4.1. Asi 1 g vzorky sa extrahuje vodou, prefiltruje a zriedi sa asi na 10 ml.

4.2. 2 ml tohto roztoku sa spolu s 2 ml podielmi kazdého z 3 referenénych roztokov (2.1.) nanesu
na Startovaciu ¢iaru platne (3.1.).

4.3. Platna sa umiestni do vyvijacej komory a vyvija sa rozpusStadlom (2.2.) vzostupnou
chromatografiou asi do 3/4 dizky platne.

4.4. Platna sa vyberie z vyvijacej komory a rozpustadlo sa necha odparit pri laboratérnej teplote.
Poznamka — moéze to trvat az do 2 hodin.

4.5. Platna sa postrieka roztokom jodidu draselného (2.3.) a necha sa vysusit asi 5 minut.

4.6. Postrieka sa roztokom Skrobu (2.4.) a necha sa vysusit asi 5 minut.

4.7. Nakoniec sa postrieka kyselinou chlorovodikovou (2.5.).

5. VYHODNOTENIE

Ak su pritomné jodi¢nany, ihned sa objavi modra skvrna (sfarbenie méze byt hnedé alebo sa moéze
zmenit statim na hnedé€) s R; hodnotou priblizne 0 az 0,2. Treba poznamenat, Ze bromic¢nany
davaju okamzitu reakciu pri R; hodnote priblizne 0,5 az 0,6 a chlorecnany asi po 30 minuatach pri
R, hodnote priblizne 0,7 az 0,8.

B. STANOVENIE
1. DEFINICIA
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Obsah jodicnanu sodného vo vzorke stanoveny touto metodou sa vyjadri v hmotnostnych
percentach.

2. PRINCIP

JodiCnan sodny sa rozpusti vo vode a stanovi sa prostrednictvom vysokouiCinnej kvapalinovej
chromatografie s pouzitim reverzno-fazovej C18 kolény a anexovej kolény zaradenej do série.

3. CINIDLA

Vsetky ¢inidla musia byt analyticky ¢isté a vhodné pre vysoko ti¢innu kvapalinovi chromatografiu
(HPLC).

3.1. Kyselina chlorovodikova, 4 M

3.2. Siricitan sodny, 5 % vodny roztok (m/V)

3.3. Zasobny roztok jodicnanu sodného

Pripravi sa zasobny roztok obsahujtici 50 mg jodicnanu sodného na 100 ml vody.

3.4. Dihydrogenfosfore¢nan draselny

3.5. Dihydrat hydrogenfosforeénanu sodného

3.6. Mobilna faza pre HPLC

3,88 g dihydrogenfosforecnanu draselného (3.4.) a 1,19 g dihydratu hydrogenfosforeénanu
sodného (3.5.) sa rozpusti v 1 litri vody.

3.7. Univerzalny indikatorovy papierik, pH 1 - 11

4. PRISTROJE A POMOCKY

4.1. Bezné laboratorne vybavenie

4.2. Kruhovy filtraény papier s priemerom 110 mm, Schleicher and Schiill ¢. 575 alebo jeho
ekvivalent

4.3. Vysokouéinny kvapalinovy chromatograf vybaveny detektorom s nastavitelnou vlnovou dizkou
4.4. Kolény - dizka 120 mm, vnutorny priemer 4,6 mm, pocet — 2 zapojené do série, prva koléna —
Necleosil®*5 C18 alebo jej ekvivalent, druha kolona — Vydac ™ — 301-SB alebo jej ekvivalent

5. POSTUP

5.1. Priprava vzorky

5.1.1. Kvapalné vzorky (Sampony)

Do 10 ml zazatkovatelnej delenej skiimavky alebo odmernej banky sa presne navazi priblizne 1 g
skusobnej vzorky, doplni sa vodou po znacku a premiesa sa. Ak je to potrebné, roztok sa
prefiltruje. Jodiénan sa v roztoku stanovi pomocou HPLC podla (5.2.).

5.1.2. Tuhé vzorky (mydla)

Vzorka sa jemne rozdrvi na cCiastocky a do 100 ml zazatkovatelného odmerného valca sa presne
navazi priblizne 1 g skusSobnej vzorky. Doplni sa vodou do 50 ml a 1 minutu sa intenzivne
pretrepava. Odstredi sa na centrifiige a prefiltruje sa cez filtraény papier (4.1.) alebo sa zmes necha
stat aspon cez noc. Rosolovity roztok sa intenzivne pretrepe a prefiltruje cez filtrac¢ny papier (4.1.).
Jodi¢nan sa vo filtrate stanovi pomocou HPLC podrIa (5.2.).

5.2. Chromatografia

Prietokova rychlost 1 ml/min
Vlnova dizka detektora (4.2.) 210 nm
Nastrekovany objem 10 ml
Meria sa plocha piku

5.3. Kalibracia

Do 50 ml odmernych baniek sa pipetou prenesie jednotlivo 1, 2, 5, 10 a 20 ml zasobného roztoku
jodicnanu sodného (3.3.). Doplni sa po znacku a premiesa sa. Takto ziskané roztoky obsahuju
0,01, 0,02, 0,05, 0,10 a 0,20 mg jodicnanu sodného v 1 ml. 10 pl kazdého referen¢ného roztoku
jodi¢nanu sa nastrekne do kvapalinového chromatografu (4.2.) a ziska sa chromatogram. Ur¢i sa
plocha pikov jodiénanu a zostroji sa krivka, vyjadrujuca zavislost plochy pikov od koncentracie
jodi¢nanu sodného.

6. VYPOCET

Obsah jodicnanu sodného vo vzorke v hmotnostnych percentach sa vypocita podla vzorca
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VX
b
10xm

% jodiCnanu sodného =

kde

m je hmotnost skuSobnej vzorky (5.1.) v gramoch,
V je celkovy objem roztoku vzorky ziskanej podla (5.1.) v mililitroch,

¢ je hmotnostna koncentracia ziskana z kalibra¢nej krivky (5.3.) v miligramoch jodi¢nanu
sodného na mililiter.

7. OPAKOVATELNOST?)

Pri obsahu jodicnanu sodného 0,1 % (hmot.) nesmie rozdiel medzi vysledkami dvoch paralelne
uskutocnenych stanoveni na tej istej vzorke presiahnut 0,002 %.

8. Potvrdenie

8.1. Princip

V okyslenom roztoku kozmetického vyrobku sa jodicnan (I03-) redukuje siricitanom na jodid (I) a
vysledny roztok sa vysetri pomocou HPLC. Ak pik s retencnym casom, zodpovedajucim jodicnanu,
vymizne po pdsobeni siri¢itanu, povodny pik moéze byt s najvac¢Sou pravdepodobnostou prisudeny
jodicnanu.

8.2. Postup

Do kuzelovitej banky sa pipetou prenesie 5 ml podielu vzorky ziskanej podla (5.1.). Kyselinou
chlorovodikovou (3.1.) sa pH roztoku s pouzitim univerzalneho indikatorového papierika (3.7.)
upravi na hodnotu 3 alebo nizsiu. Pridaju sa 3 kvapky roztoku siriCitanu sodného (3.2.) a
premiesa sa. Do kvapalinového chromatografu (4.2.) sa nastrekne 10 pl podiel roztoku. Tento
chromatogram sa porovna s chromatogramom ziskanym pre tu istii vzorku podla (5.).

30. DOKAZ A STANOVENIE DUSICNANU STRIEBORNEHO

(Podla smernice Komisie 93/73/EHS z 9. septembra 1993)

A. DOKAZ

1. ROZSAH A OBLAST POUZITIA

Tato metoda opisuje dokaz dusiCnanu strieborného ako striebra v kozmetickych vyrobkoch na
baze vody.

2. PRINCIP

Strieborné iony sa dokazuju pomocou ich charakteristickej bielej zrazeniny, ktoru vytvaraju s
chloridovymi ionmi.

3. CINIDLA

Vsetky ¢inidla musia byt analyticky cisté.

3.1. 2 M roztok kyseliny chlorovodikovej

3.2. Roztok amoniaku

Koncentrovany roztok hydroxidu amonneho, d*,= 0,88 g/ml sa zriedi rovnakym mnozstvom vody

a premiesa sa.

3.3. 2 M roztok kyseliny dusicnej

4. PRISTROJE A POMOCKY

Bezné laboratorne vybavenie

4.2. Centrifaga

5. POSTUP

5.1. K priblizne 1 g vzorky v centrifuga¢nej kyvete sa pridava po kvapkach 2 M roztok kyseliny
chlorovodikovej (3.1.) do uplného vyzrazania, premiesa sa a odstredi.

5.2. Supernatantova kvapalina sa zleje a zrazenina sa jedenkrat premyje 5 kvapkami studenej
vody. Voda sa po premyti vyleje.

5.3. Do centrifugacnej kyvety sa pridd mnozZstvo vody rovnaké, ako je mnozstvo zrazeniny, a za
staleho miesania sa zahreje do varu.

5.4. Za tepla sa odstredi a supernatantova kvapalina sa zleje.

5.5. Ku zrazenine sa prida niekolko kvapiek roztoku amoniaku (3.2.), premiesa sa a odstredi.
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5.6. K jednej kvapke supernatantovej kvapaliny na skielku sa prida niekolko kvapiek 2 M roztoku
kyseliny dusicnej (3.3.).

5.7. Biela zrazenina je dokazom pritomnosti striebornych iénov.

B. STANOVENIE

1. ROZSAH A OBLAST POUZITIA

Tato metdéda je vhodna na stanovenie dusicnanu strieborného ako striebra v kozmetickych
vyrobkoch uréenych na farbenie mihalnic alebo obocia.

2. PRINCIP

Striebro sa vo vyrobku stanovi pomocou atémovej absorpcnej spektrometrie.

3. CINIDLA

Vsetky ¢inidla musia byt analyticky cisté.

3.1. 0,02 M roztok kyseliny dusicnej

3.2. Standardné roztoky striebra

3.2.1. Zasobny Standardny roztok striebra — 1 000 mg/ml v 0,5 M roztoku kyseliny dusicnej
(SpectrosoL alebo jeho ekvivalent)

3.2.2. Standardny roztok striebra 100 mg/ml

Do 100 ml odmernej banky sa pipetou prenesie 10 ml Standardného zasobného roztoku striebra
(3.2.1.). Doplni sa 0,02 M roztokom kyseliny dusicnej (3.1.) po znacku a premiesa sa. Tento
Standardny roztok musi byt éerstvo pripraveny a skladovany vo flasi z tmavého skla.

4. PRISTROJE A POMOCKY

4.1. Bezné laboratorne vybavenie

4.2. Atomovy absorpény spektrofotometer vybaveny striebornou vybojkou s dutou katédou

5. POSTUP

5.1. Priprava vzorky

Presne sa navazi priblizne 0,1 g (m v gramoch) homogénnej vzorky vyrobku. Kvantitativne sa
prenesie do 1 000 ml odmernej banky a doplni sa 0,02 M roztokom kyseliny dusicnej (3.1.) po
znacku a premiesa sa.

5.2. Podmienky pre atomovu absorpénu spektrometriu

Plamen vzduch — acetylén
Vlnova dizka 338,3 nm
Korekcia pozadia ano

Podmienky pre palivo ochudobnené, pre maximalnu absorbanciu je potrebné optimalizovat
vysku
horaka a podmienky spalovania.

5.3. Kalibracia

5.3.1. Do série 100 ml odmernych baniek sa pipetou prenesie 1, 2, 3, 4 a 5 ml Standardného
roztoku striebra (3.2.2.). Objem v kazdej banke sa doplni 0,02 M roztokom kyseliny dusi¢nej (3.1.)
po znacku a premiesa sa. Tieto roztoky v uvedenom poradi obsahuju 1, 2, 3, 4 a 5 mg striebra na
mililiter.

5.3.2. Zmeria sa absorbancia 0,02 M roztoku kyseliny dusicnej (3.1.) a ziskana hodnota sa pouzije
ako nulova koncentracia striebra pre kalibracnu krivku. Zmeria sa absorbancia kazdého
kalibracného Standardného roztoku striebra (5.3.1.). Zostroji sa kalibracna krivka zavislosti
absorbancie od koncentracie striebra.

5.4. Stanovenie

Zmeria sa absorbancia roztoku vzorky (5.1.). Z kalibra¢nej krivky sa odcita koncentracia striebra
zodpovedajuca hodnote absorbancie nameranej pre roztok vzorky.

6. VYPOCET

Obsah dusi¢nanu strieborného vo vzorke v hmotnostnych percentach sa vypocita s podla vzorca

% dusi¢nanu strieborného = 1’5748KC,

10xm

kde

m je hmotnost vzorky odobratej na analyzu (5.1.) v gramoch,
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c je koncentracia striebra v roztoku vzorky (5.1.) od¢itana z kalibra¢nej krivky v mikrogramoch
na mililiter.

7. OPAKOVATELNOST?)

Pre obsah dusi¢nanu strieborného 4 % (hmot.) nesmie rozdiel medzi vysledkami dvoch paralelne
uskutocnenych stanoveni na tej istej vzorke presiahnut 0,05 % (hmot.).

31. DOKAZ A STANOVENIE SULFIDU SELENICITéHO V SAMPONOCH PROTI LUPINAM

(Podla smernice Komisie 93/73/EHS z 9. septembra 1993)

A. DOKAZ

1. ROZSAH A OBLAST POUZITIA

Tato metdda opisuje dokaz sulfidu selenicitého ako selénu v Sampénoch proti lupinam.

2. PRINCIP

Selén sa dokazuje na zaklade charakteristického zltého az oranzového sfarbenia vznikajiiceho pri
jeho reakcii s mocovinou a jodidom draselnym.

3. CINIDLA

VSetky ¢inidla musia byt analyticky Cisté.

3.1. Kyselina dusic¢na, koncentrovana, d*,= 1,42 g/ml

3.2. Mocovina

3.3. 10 % (m/V) roztok jodidu draselného — 10 g jodidu draselného sa rozpusti v 100 ml vody.

4. PRISTROJE A POMOCKY

4.1. Bezné laboratérne vybavenie

4.2. Vyluhovacia banka s objemom 100 ml

4.3. Digestor s vyhrievacim blokom

4.4. Filtracny papier (Whatman ¢. 42 alebo jeho ekvivalent) alebo 0,45 pym membranovy filter

5. POSTUP

5.1. K priblizne 1 g Sampoénu vo vyluhovacej banke (4.2.) sa prida 2,5 ml koncentrovanej kyseliny
dusicnej (3.1.) a necha sa vyluhovat v digestore s vyhrievacim blokom (4.3.) pri 150 °C pocas 30
mintut.

5.2. Vyluhovana vzorka sa zriedi 25 ml vody a prefiltruje sa cez filtracny papier alebo 0,45 mm
membranovy filter (4.4.).

5.3. K 2,5 ml filtratu sa prida 5 ml vody, 2,5 g mocoviny (3.2.) a zahreje sa do varu. Ochladi sa a
prida sa 1 ml roztoku jodidu draselného (3.3.).

5.4. ZIté az oranzové sfarbenie, ktoré statim rychlo tmavne, je dokazom pritomnosti selénu.

B. STANOVENIE

1. ROZSAH A OBLAST POUZITIA

Tato metoda je vhodna na stanovenie sulfidu selenicitého ako selénu v Sampoénoch proti lupinam,
ktoré obsahuju do 4,5 % (hmot.) sulfidu selenicitého.

2. PRINCIP

Vzorka sa vyluhuje kyselinou dusi¢nou a selén sa vo vyslednom produkte vyluhu stanovi pomocou
atémovej absorpcnej spektrometrie.

3. CINIDLA

Vsetky c¢inidla musia byt analyticky Cisté.

3.1. Kyselina dusi¢na, koncentrovana, d*,= 1,42 g/ml

3.2. 5 % (obj.) roztok kyseliny dusic¢nej — 50 ml kyseliny dusi¢nej (3.1.) sa za staleho mieSania
prida do 500 ml vody v kadicke. Tento roztok sa prenesie do 1 000 ml odmernej banky a doplni sa
vodou po znacku.

3.3. Standardny zasobny roztok selénu — 1 000 mg/ml v 0,5 M roztoku kyseliny dusicnej
(SpectrosoL alebo jeho ekvivalent)

4. PRISTROJE A POMOCKY

4.1. Bezné laboratoérne vybavenie

4.2. Vyluhovacia banka s objemom 100 ml

4.3. Digestor s vyhrievacim blokom

4.4. Filtracny papier (Whatman ¢. 42 alebo jeho ekvivalent) alebo 0,45 ym membranovy filter

4.5. Atémovy absorpény spektrofotometer vybaveny selénovou vybojkou s dutou katédou

5. POSTUP

5.1. Priprava vzorky

5.1.1. Do digescnej banky (4.2.) sa presne navazi priblizne 0,2 g (m v gramoch) homogénnej vzorky
Samponu.
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5.1.2. Prida sa 5 ml koncentrovanej kyseliny dusiénej (3.1.) a necha sa vyluhovat 60 minut pri 150
°C v digestore s vyhrievacim blokom (4.3.).

5.1.3. Roztok sa necha ochladit a zriedi sa 100 ml vody. Prefiltruje sa cez filtra¢ny papier alebo
0,45 ym membranovy filter (4.4.) a prefiltrovany roztok sa odlozi na stanovenie.

5.2. Podmienky pre atomovu absorpcnu spektrometriu

Plamen vzduch — acetylén
Vlnova dizka 196,0 nm
Korekcia pozadia ano

Podmienky pre palivo ochudobnené — pre maximalnu absorbanciu je potrebné optimalizovat
vysku
horaka a podmienky spalovania.

5.3. Kalibracia

5.3.1. Do série 100 ml odmernych baniek sa pipetou prenesie 1, 2, 3, 4 a 5 ml Standardného
zasobného roztoku selénu (3.3.). Objem v kazdej banke sa doplni 5 % (obj.) roztokom kyseliny
dusicnej (3.2.) po znacku a premiesa sa. Tieto roztoky obsahujii v poradi 10, 20, 30, 40 a 50 ng
selénu na mililiter.

5.3.2. Zmeria sa absorbancia 5 % (obj.) roztoku kyseliny dusic¢nej (3.2.) a takto ziskana hodnota sa
pouzije ako nulova koncentracia selénu pre kalibracnu krivku. Zmeria sa absorbancia kazdého
kalibracného Standardného roztoku selénu (5.3.1.). Zostroji sa kalibracna krivka zavislosti
absorbancie od koncentracie selénu.

5.4. Stanovenie

Zmeria sa absorbancia roztoku vzorky (5.1.3.). Z kalibrac¢nej krivky sa odcita koncentracia selénu
zodpovedajuca hodnote absorbancie nameranej v roztoku vzorky.

6. VYPOCET

Obsah sulfidu selenic¢itého vo vzorke v hmotnostnych percentach sa vypocita podla vzorca

1812xc
100xm

% sulfidu selenic¢itého =

kde

m je hmotnost vzorky odobratej na analyzu (5.1.1.) v gramoch,

¢ je koncentracia selénu v roztoku vzorky (5.1.3.) od¢itana z kalibracnej krivky v mikrogramoch
na mililiter.

7. OPAKOVATELNOST?)

Pri obsahu sulfidu seleni¢itého 1 % (hmot.) nesmie rozdiel medzi vysledkami dvoch paralelne
uskutoénenych stanoveni na tej istej vzorke presiahnut 0,05 % (hmot.).

32. STANOVENIE ROZPUSTNEHO BARIA A ROZPUSTNEHO STRONCIA V PIGMENTOCH VO
FORME SOLI ALEBO KOMLEXOV

(Podla smernice Komisie 93/73/EHS z 9. septembra 1993)

A. STANOVENIE ROZPUSTNEHO BARIA

1. ROZSAH A OBLAST POUZITIA

Tato metéda opisuje postup extrakcie a stanovenia rozpustného baria v pigmentoch vo forme soli
alebo komplexov.

2. PRINCIP

Farbivo sa extrahuje 0,07 M roztokom Kkyseliny chlorovodikovej za definovanych podmienok a
mnozstvo baria v extrakte sa stanovi pomocou atéomovej absorpcnej spektrometrie.

3. CINIDLA

Vsetky ¢inidla musia byt analyticky cisté.

3.1. Etanol, absolutny

3.2. 0,07 M roztok kyseliny chlorovodikovej

3.3. 0,5 M roztok kyseliny chlorovodikovej
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3.4. 8 % (m/V) roztok chloridu draselného — 16 g chloridu draselného sa rozpusti v 200 ml 0,07 M
roztoku kyseliny chlorovodikovej (3.2.)

3.5. Standardné roztoky baria

3.5.1. Standardny zasobny roztok baria, 1 000 pg/ml v 0,5 M roztoku kyseliny dusicnej
(SpectrosoL alebo jeho ekvivalent)

3.5.2. Standardny roztok baria, 200 ng/ml — do 100 ml odmernej banky sa pipetou prenesie 20 ml
Standardného zasobného roztoku baria (3.5.1.). Doplni sa 0,07 M roztokom kyseliny
chlorovodikovej (3.2.) po znacku a premiesa sa.

4. PRISTROJE A POMOCKY

4.1. Bezné laboratorne vybavenie

4.2. pH-meter s presnostou + 0,2 jednotiek

4.3. Trepacka na kruzivy pohyb

4.4. Membranovy filter s velkostou pérov 0,45 ym

4.5. Atomovy absorpény spektrofotometer vybaveny bariovou vybojkou s dutou katédou

5. POSTUP

5.1. Priprava vzorky

5.1.1. Do kuzelovitej banky sa presne navazi priblizne 0,5 g (m v gramoch) pigmentu. Na
zabezpecenie dostatoéného objemu pre ucéinné miesanie sa nesmie pouzit banka s objemom
mensim ako 150 ml.

5.1.2. Pipetou sa prida 1 ml etanolu (3.1.) a bankou sa kruzi, aby sa zabezpecilo dokladné
navlhcenie pigmentu. Z byrety sa prida presné mnozstvo 0,07 M roztoku kyseliny chlorovodikovej
(3.2.) potrebné na dosiahnutie pomeru objemu kyseliny k hmotnosti pigmentu, presne 50 mililitrov
na gram. Celkovy objem extraktu vratane etanolu (V v mililitroch). Krizivym pohybom banky na 5
sekund sa zabezpeci dokladné premiesanie obsahu.

5.1.3. S pouzitim pH-metra (4.2.) sa odmeria pH vyslednej suspenzie a ak je nad 1,5, potom sa po
kvapkach pridava 0,5 M roztok kyseliny chlorovodikovej, kym pH nie je v rozmedzi 1,4 az 1,5.
5.1.4. Banka sa zazatkuje a ihned sa pretrepava 60 minut kruzivym pohybom v trepacke (4.3.).
Trepacka musi byt nastavena na dostatoéne vysoku rychlost, aby sa vytvarala pena. Prefiltruje sa
cez 0,45 pm membranovy filter (4.4.) a filtrat sa zachyti. Extrakt sa nesmie odstredit na centrifuge
pred prefiltrovanim. Do 50 ml odmernej banky sa pipetou prenesie 5 ml filtratu, doplni sa 0,07 M
roztokom kyseliny chlorovodikovej (3.2.) po znacku a premiesa sa. Tento roztok sa tiez pouzije na
stanovenie stroncia (¢ast B).

5.1.5. Do 100 ml odmernej banky sa pipetou prenesie 5 ml roztoku chloridu draselného (3.4.) a
alikvotna cast (Wy, v mililitroch) zriedené€ho filtratu (5.1.4.) tak, aby sa dosiahla predpokladana

koncentracia medzi 3 aZ 10 pg baria na mililiter. (Alikvotna ¢ast 10 ml by mala byt na tvod
postacujuca.) Doplni sa 0,07 M roztokom kyseliny chlorovodikovej (3.2.) po znacku a premiesa sa.
5.1.6. Koncentracia baria v roztoku (5.1.5.) sa stanovi pomocou atéomovej absorpcnej
spektrometrie v ten isty den.

5.2. Podmienky pre atémovu absorpcnu spektrometriu

Plamen oxid dusny - acetylén
Vlnova dizka 553,5 nm
Korekcia pozadia nie

Podmienky pre palivo ochudobnené — pre maximalnu absorbanciu je potrebné optimalizovat
vysku
horaka a podmienky spalovania.

5.3. Kalibracia

5.3.1. Do série 100 ml odmernych baniek sa pipetou prenesie 1, 2, 3, 4 a 5 ml Standardného
roztoku baria (3.5.2.). Do kazdej banky sa pipetou prenesie 5 ml roztoku chloridu draselného
(3.4.), doplni sa 0,07 M roztokom kyseliny chlorovodikovej (3.2.) po znacku a premiesa sa. Tieto
roztoky obsahuju v uvedenom poradi 2, 4, 6, 8 a 10 pg baria na mililiter. Podobne sa bez pridania
Standardného roztoku baria pripravi slepy roztok.

5.3.2. Zmeria sa absorbancia slepého roztoku (5.3.1.) a takto ziskana hodnota sa pouzije ako
nulova koncentracia baria pre kalibracnu krivku. Zmeria sa absorbancia kazdého kalibracného
Standardného roztoku baria (5.3.1.). Zostroji sa kalibracna krivka zavislosti absorbancie od
koncentracie baria.

5.4. Stanovenie
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Zmeria sa absorbancia roztoku vzorky (5.1.5.). Z kalibra¢nej krivky sa odc¢ita koncentracia baria
zodpovedajica hodnote absorbancie pre roztok vzorky.

6. VYPOCET

Obsah rozpustného baria v pigmente v hmotnostnych percentach sa vypocita podla vzorca

o , - cxV
o rozpustného baria = T OxW ;
X X1m
Ba

kde

m je hmotnost vzorky odobratej na analyzu (5.1.1.) v gramoch,

c  je koncentracia baria v roztoku vzorky (5.1.5.) odc¢itana z kalibrac¢nej krivky v mikrogramoch
na mililiter,

V  je celkovy objem extraktu v mililitroch (5.1.2.),
W, je objem extraktu odobratého v 5.1.5 v mililitroch.

7. OPAKOVATELNOST?)

Najlepsi dosiahnutelny odhad opakovatelnosti pre tuto metodu je 0,3 % pri obsahu rozpustného
baria 2 % (hmot.).

8. POZNAMKY

8.1. Za urcitych podmienok moéze byt absorbancia baria zvySena v désledku pritomnosti vapnika.
Jeho prispevok moze byt potlaceny pridanim horec¢natych iénov v koncentracii 5 g na liter.

8.2. Povolené je pouzitie optickej emisnej spektrometrie s indukéne viazanou plazmou ako
alternativy plamenovej atomovej absorpcnej spektrometrie.

B. STANOVENIE ROZPUSTNEHO STRONCIA

1. ROZSAH A OBLAST POUZITIA

Tato metoda opisuje postup extrakcie a stanovenia rozpustného stroncia v pigmentoch vo forme
soli alebo komplexov.

2. PRINCIP

Pigment sa extrahuje 0,07 M roztokom kyseliny chlorovodikovej za definovanych podmienok a
mnozZstvo stroncia v extrakte sa stanovi pomocou atémovej absorpcnej spektrometrie.

3. CINIDLA

Vsetky ¢inidla musia byt analyticky cisté.

3.1. Etanol, absolutny

3.2. 0,07 M roztok kyseliny chlorovodikovej

3.3. 8 % (m/V) roztok chloridu draselného — 16 g chloridu draselného sa rozpusti v 200 ml 0,07 M
roztoku kyseliny chlorovodikovej (3.2.)

3.4. Standardné roztoky stroncia

3.4.1. Standardny zasobny roztok stroncia, 1 000 pg/ml v 0,5 M roztoku kyseliny dusi¢nej
(SpectrosoL alebo jeho ekvivalent)

3.4.2. Standardny roztok stroncia, 100 pg/ml — Do 100 ml odmernej banky sa pipetou prenesie 10
ml Standardného zasobného roztoku stroncia (3.4.1.). Doplni sa 0,07 M roztokom Kkyseliny
chlorovodikovej (3.2.) po znacku a premieSa sa.

4. PRISTROJE A POMOCKY

4.1. Bezné laboratoérne vybavenie

4.2. Membranovy filter s velkostou porov 0,45 um

4.3. Atomovy absorpény spektrofotometer vybaveny stronciovou vybojkou s dutou katédou

5. POSTUP

5.1. Priprava vzorky — na stanovenie obsahu rozpustného stroncia sa pouzije roztok podla (A
5.1.4)).

5.1.1. Do 100 ml odmernej banky sa pipetou prenesie 5 ml roztoku chloridu draselného (3.3.) a
alikvotna cast (Wg_ v mililitroch) zriedeného filtratu (A 5.1.4.) tak, aby sa dosiahla predpokladana

koncentracia medzi 2 a 5 pg stroncia na mililiter. (Alikvotna c¢ast 25 ml by mala byt na tvod
postacujuca.) Doplni sa 0,07 M roztokom Kkyseliny chlorovodikovej (3.2.) po znacku a premiesa sa.
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5.1.2. Koncentracia stroncia v roztoku (5.1.1.) sa stanovi pomocou atoémovej absorpcnej
spektrometrie v ten isty den.
5.2. Podmienky pre atomovu absorpcnu spektrometriu

Plamen oxid dusny - acetylén
Vlnova dizka 460,7 nm
Korekcia pozadia nie

Podmienky pre palivo ochudobnené — pre maximalnu absorbanciu je potrebné optimalizovat
vysku
horaka a podmienky spalovania.

5.3. Kalibracia

5.3.1. Do série 100 ml odmernych baniek sa pipetou prenesie 1, 2, 3, 4 a 5 ml Standardného
roztoku stroncia (3.4.2.). Do kazdej banky sa pipetou prenesie 5 ml roztoku chloridu draselného
(3.3.), doplni sa 0,07 M roztokom kyseliny chlorovodikovej (3.2.) po znacku a premiesa sa. Tieto
roztoky obsahuju v uvedenom poradi 1, 2, 3, 4 a 5 mg stroncia na mililiter. Podobne sa bez
pridania Standardného roztoku stroncia pripravi slepy roztok.

5.3.2. Zmeria sa absorbancia slepého roztoku (5.3.1.) a ziskana hodnota sa pouzije ako nulova
koncentracia stroncia pre kalibracnu krivku. Zmeria sa absorbancia kazdého kalibracného
Standardného roztoku stroncia (5.3.1.). Zostroji sa kalibrac¢na krivka zavislosti absorbancie od
koncentracie stroncia.

5.4. Stanovenie

Zmeria sa absorbancia roztoku vzorky (5.1.1.). Z kalibra¢nej krivky sa od¢ita koncentracia stroncia
zodpovedajuca hodnote absorbancie nameranej pre roztok vzorky.

6. VYPOCET

Obsah rozpustného stroncia v pigmente v hmotnostnych percentach sa vypocita podla vzorca

cxV
10xW  xm’

% rozpustného stroncia =

kde

m je hmotnost vzorky odobratej na analyzu (A 5.1.1.) v gramoch,

c je koncentracia stroncia v roztoku vzorky (5.1.1.) od¢itana z kalibra¢nej krivky v
mikrogramoch na mililiter,

V  je celkovy objem extraktu v mililitroch (A 5.1.2.),
W, je objem extraktu odobratého v 5.1.1. v mililitroch.

7. OPAKOVATELNOST?)

Najlepsi dosiahnutelny odhad opakovatelnosti pre tito metodu je 0,09 % pri obsahu rozpustného
stroncia 0,6 % (hmot.).

8. POZNAMKA

Povolené je pouzitie optickej emisnej spektrometrie s indukcne viazanou plazmou ako alternativy
plamenovej atomovej absorpcnej spektrometrie.

33. DOKAZ A STANOVENIE BENZYLALKOHOLU

(Podla smernice Komisie 93/73/EHS z 9. septembra 1993)

A. DOKAZ

1. ROZSAH A OBLAST POUZITIA

Tato metoda opisuje dokaz benzylalkoholu v kozmetickych vyrobkoch.

2. PRINCIP

Benzylalkohol sa dokazuje pomocou tenkovrstvovej chromatografie na silikagélovych platniach.

3. CINIDLA

Vsetky ¢inidla musia byt analyticky cisté.

3.1. Benzylalkohol

3.2. Chloroform
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3.3. Etanol, absolutny

3.4. n-pentan

3.5. Vyvijacie rozpustadlo — dietyléter

3.6. Standardny roztok benzylalkoholu

Do 100 ml odmernej banky sa navazi 0,1 g benzylalkoholu (3.1.), doplni sa etanolom (3.3.) po
znacku a premiesa sa.

3.7. Tenkovrstvové chromatografické platne, sklené, 100 x 200 mm alebo 200 x 200 mm,
potiahnuté 0,25 mm vrstvou silikagélu 60 F254

3.8. Detekcné cinidlo

10 % (m/V) roztok kyseliny fosforeénano-dodekamolybdénovej v etanole (3.3.)

4. PRISTROJE A POMOCKY

4.1. Bezné zariadenie na tenkovrstvoviu chromatografiu

4.2. Chromatograficka vyvijacia komora s dvojitym Zliabkom, s celkovymi rozmermi pribliZne 80
mm X 230 mm x 240 mm

4.3. Chromatograficky papier Whatman alebo jeho ekvivalent

4.4. Ultrafialova lampa s vlnovou dizkou 254 nm

5. POSTUP

5.1. Priprava vzorky

Do 10 ml odmernej banky sa navazi 1 g analyzovaného vyrobku. Pridaji sa 3 ml chloroformu (3.2.)
a intenzivne pretrepava, kym sa vyrobok nerozdisperguje. Doplni sa etanolom (3.3.) po znacku a
intenzivne sa pretrepava do vzniku ¢ireho alebo takmer ¢ireho roztoku.

5.2. Tenkovrstvova chromatografia

5.2.1. Chromatograficka vyvijacia komora (4.2.) sa nasyti n-pentanom (3.4.) podla nasledujuceho
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 vrchnakom a
necha sa stat 15 mintt.

5.2.2. Na vhodné body na ¢iare Startu chromatografickej platne (3.7.) sa nanesie 10 ml roztoku
vzorky (5.1.) a 10 pl §tandardného roztoku benzylalkoholu (3.6.). Platnia sa necha sa vyschnut.
5.2.3. Do predného zliabku vyvijacej komory sa pipetou prenesie 10 ml dietyléteru (3.5.) a
nasledne sa do rovnakého zliabku ihned umiestni platna (5.2.2.). Vyvijacia komora sa rychlo
uzavrie vrchnakom a platna sa necha vyvijat do vzdialenosti 150 mm. Platna sa vyberie z
chromatografickej vyvijacej komory a necha sa vyschnut pri laboratérnej teplote.

5.2.4. Platna (5.2.3.) sa pozoruje pod ultrafialovym svetlom a oznaci sa poloha fialovych Skvin.
Platna sa postrieka roztokom detekéného cCinidla (3.8.) a potom sa zahrieva asi 15 minat na 120
°C. Benzylalkohol sa prejavi ako tmavomodra Skvrna.

5.2.5. Vypocita sa R; hodnota sSkvrny ziskanej zo Standardného roztoku benzylalkoholu.

Tmavomodra Skvrna s rovnakou R; hodnotou ziskana z roztoku vzorKy je dokazom pritomnosti

benzylalkoholu. Detekcny limit je 0,1 ng benzylalkoholu.

B. STANOVENIE

1. ROZSAH A OBLAST POUZITIA

Tato metoda opisuje stanovenie benzylalkoholu v kozmetickych vyrobkoch.

2. DEFINICIA

Mnozstvo benzylalkoholu stanovené touto metoédou sa vyjadri v hmotnostnych percentach.

3. PRINCIP

Vzorka sa extrahuje metanolom a mnozstvo benzylalkoholu v extrakte sa stanovi vysoko tiCinnou
kvapalinovou chromatografiou (HPLC).

4. CINIDLA

Vsetky ¢inidla musia byt analyticky ¢isté a podla potreby vhodné pre HPLC.

4.1 Metanol

4.2. 4-etoxyfenol

4.3. Benzylalkohol

4.4. Mobilna faza — metanol (4.1.)/voda (45 : 55 v obj. dieloch)

4.5. Zasobny roztok benzylalkoholu

Do 100 ml odmernej banky sa presne navazi priblizne 0,1 g benzylalkoholu (4.3.). Doplni sa
metanolom (4.1.) po znacku a premiesa sa.

4.6. Zasobny roztok vnutorného standardu

Do 100 ml odmernej banky sa presne navazi priblizne 0,1 g 4-etoxyfenolu (4.2.). Doplni sa
metanolom (4.1.) po znacku a premiesa sa.
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4.7. Standardné roztoky

Do série 25 ml odmernych baniek sa pipetou prenesti mnozstva zasobného roztoku benzylalkoholu
(4.5.) a zasobného roztoku vnutorného Standardu (4.6.) podla uvedenej tabulky. Doplnia sa
metanolom (4.1.) po znacku a premiesaju sa.

Standardny roztok |Koncentracia benzylalkoholu Koncentracia 4-etoxyfenolu
prida sa (4.5.) vml (pg/ml " prida sa (4.6.) v ml|pg/ml "

I 0,5 20 2,0 80

II 1,0 40 2,0 80

III 2,0 80 2,0 80

v 3.0 120 2,0 80

A% 5,0 200 2,0 80

*) Tieto hodnoty st uvedené pre usmernenie a zodpovedaju koncentraciam standardnych roztokov
pripravenych s pouzZitim roztoku benzylalkoholu a 4-etoxyfenolu, ktoré obsahuju presne 0,1 %
(m/V) benzylalkoholu, resp. presne 0,1 % (m/V) 4-etoxyfenolu.

5. PRISTROJE A POMOCKY

5.1. Bezné laboratorne vybavenie

5.2. Vysokoucéinny kvapalinovy chromatograf s ultrafialovym detektorom s nastavitelnou vlnovou
dizkou a 10 ul davkovacou sluékou

5.3. Analyticka kolona, 250 mm 4,6 mm, kolona z nehrdzavejiicej ocele naplnena 5 mm
Sperisorbom ODS alebo jej ekvivalentom

5.4. Vodny kupel

5.5. Ultrazvukovy kupel

5.6. Centrifuiga

5.7. Centrifugacné kyvety s objemom 15 ml

6. POSTUP

6.1. Priprava vzorky

6.1.1. Do centrifugacnej kyvety (5.7.) sa presne navazi priblizne 0,1 g (m v gramoch) vzorky a prida
sa 5 ml metanolu (4.1.).

6.1.2. Zahrieva sa 10 minut na vodnom kupeli temperovanom na 50 °C, potom sa kyveta umiestni
do ultrazvukového kupela (5.5.), kym sa vzorka dokladne nerozdisperguje.

6.1.3. Ochladi sa, potom sa 5 mintuit odstreduje na centrifiige pri 3 500 otackach/min.

6.1.4. Supernatantova kvapalina sa prenesie do 25 ml odmernej banky.

6.1.5. Vzorka sa znova extrahuje dalSimi 5 ml metanolu (4.1.). Extrakty sa spoja do 25 ml
odmernej banky.

6.1.6. Do 25 ml odmernej banky sa pipetou prenesie 2 ml Standardného roztoku vnutorného
Standardu (4.6.). Doplni sa metanolom (4.1.) po znacku a premieSa sa. Tento roztok sa pouzije na
stanovenia podla (6.4.).

6.2. Chromatografia

6.2.1. Vysokoucinny kvapalinovy chromatograf (5.2.) sa nastavi beznym sposobom. Prietokova
rychlost mobilnej fazy (4.4.) sa nastavi na 2 ml za 1 minutu.

6.2.2. Vlnova dlzka ultrafialového detektora (5.2.) sa nastavi na 210 nm.

6.3. Kalibracia

6.3.1. Nastrekne sa 10 ul kazdého Standardného roztoku benzylalkoholu (4.7.) a meraju sa plochy
pikov benzylalkoholu a 4-etoxyfenolu.

6.3.2. Pre kazdy standardny roztok benzylalkoholu (4.7.) sa vypocita pomer plochy piku
benzylalkoholu k 4-etoxyfenolu. Nanesenim tychto pomerov na os y a odpovedajucich koncentracii
benzylalkoholu v ug na mililiter na os x sa zostroji kalibra¢na krivka.

6.4. Stanovenie

6.4.1. Nastrekne sa 10 ul roztoku vzorky (6.1.6.) a meraju sa plochy pikov benzylalkoholu a
4-etoxyfenolu. Vypocita sa pomer plochy piku benzylalkoholu k 4-etoxyfenolu. Tento postup sa
opakuje s dalSou 10 ul alikvotnou ¢astou roztoku vzorky, kym sa nedosiahnu zhodné vysledky.
6.4.2. Z kalibracnej krivky (6.3.2.) sa odcita koncentracia benzylalkoholu zodpovedajuca pomeru
plochy pikov benzylalkoholu a 4-etoxyfenolu.

7. VYPOCET

Obsah benzylalkoholu vo vzorke v hmotnostnych percentach sa vypocita podla vzorca
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C
400xm

% benzylalkoholu =

kde

m je hmotnost vzorky odobratej na analyzu (6.1.1.) v gramoch,

¢ je koncentracia benzylalkoholu v roztoku vzorky (6.1.6.) od¢itana z kalibra¢nej krivky v
mikrogramoch na mililiter.

8. OPAKOVATELNOST?)

Pre obsah benzylalkoholu 1 % (hmot.) nesmie rozdiel medzi vysledkami dvoch paralelne
uskutocnenych stanoveni na tej istej vzorke presiahnut 0,1 % (hmot.).

34. DOKAZ ZIRKONIA A STANOVENIE ZIRKONIA, HLINIKA A CHLORU V NEAEROSOLOVYCH
ANTIPERSPIRANTOCH

(Podla smernice Komisie 93/73/EHS z 9. septembra 1993)

Metéda pozostava z piatich stupnov

A. DOKAZ ZIRKONIA

B. STANOVENIE ZIRKONIA

C. STANOVENIE HLINIKA

D. STANOVENIE CHLORU

E. VYPOCET POMERU ATOMOV HLINIKA K ATOMOM ZIRKONIA A ATOMOV HLINIKA PLUS
ZIRKONIA K ATOMOM CHLORU

A. DOKAZ ZIRKONIA

1. ROZSAH A OBLAST POUZITIA

Tato metéda opisuje dokaz zirkéonia v kozmetickych vyrobkoch typu mneaerosélovych
antiperspirantov. Metéda nie je vhodna na dodkaz zirkénia v komplexoch hlinito-zirkonicitych
hydroxido-chloridov [AIXZr(OH]yCIZ . n H,0l.

2. PRINCIP

Zirk6énium sa dokazuje na zaklade charakteristickej cerveno-fialovej zrazeniny vytvaranej s
alizarinovou cervenou S v silne kyslom prostredi.

3. CINIDLA

VSetky ¢inidla musia byt analyticky Cisté.

3.1. Koncentrovana kyselina chlorovodikova, d»,= 1,18 g/ml

3.2. Roztok alizarinovej ¢ervenej S (CI 58005), 2 % (m/V) vodny roztok natrium alizarinsulfonatu
4. PRISTROJE A POMOCKY

4.1. Bezné laboratérne vybavenie

5. POSTUP

5.1. 2 ml vody sa pridaju k asi 1 g vzorky v skimavke, zazatkuje sa a pretrepe.

5.2. Pridaju sa tri kvapky roztoku alizarinovej cervenej S (3.2.), nasledne sa pridaju 2 ml
koncentrovanej kyseliny chlorovodikovej (3.1.), zazatkuje sa a pretrepe.

5.3. Necha sa stat priblizne 2 minuty.

5.4. Cerveno-fialovo sfarbeny roztok supernatantu a zrazeniny je dokazom pritomnosti zirkonia.

B. STANOVENIE ZIRKONIA

1. ROZSAH A OBLAST POUZITIA

Tato metoéda je vhodna na stanovenie zirkénia v komplexoch hlinito-zirkonicitych
hydroxido-chloridov do maximalneho obsahu 7,5 % (hmot.) zirkénia v neaerosélovych
antiperspirantoch.

2. PRINCIP

Zirkénium sa extrahuje z vyrobku v kyslom prostredi a stanovi sa pomocou plamenovej atomovej
absorpcnej spektrometrie.

3. CINIDLA

VSetky c¢inidla musia byt analyticky Cisté.
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3.1. Kyselina chlorovodikova, koncentrovana, d»,= 1,18 g/ml

3.2. 10 % (obj.) roztok kyseliny chlorovodikovej

100 ml kyseliny chlorovodikovej (3.1.) sa za staleho mieSania prida do 500 ml vody v kadicke.
Tento roztok sa prenesie do odmernej banky s objemom 1 liter a doplni sa vodou po znacku.

3.83. Standardny zasobny roztok zirkénia, 1 000 pug/ml v 0,5 M roztoku kyseliny chlorovodikove;j
(SpectrosoL alebo jeho ekvivalent)

3.4. Chlorid hlinity, hydratovany (AICl, . 6 H,0), ¢inidlo — 22,6 g hexahydratu chloridu hlinitého sa

rozpusti v 250 ml 10 % (obj.) roztoku kyseliny chlorovodikovej (3.2.)

3.5. Chlorid amoénny, cinidlo — 5 g chloridu amoénneho sa rozpusti v 250 ml 10 % (obj.) roztoku
kyseliny chlorovodikovej (3.2.).

4. PRISTROJE A POMOCKY

4.1. Bezné laboratorne vybavenie

4.2. Magnetické mieSadlo s vyhrievacou platnou

4 .3. Filtracny papier (Whatman ¢. 41 alebo jeho ekvivalent)

4.4. Atomovy absorpény spektrofotometer vybaveny zirkéniovou vybojkou s dutou katédou

5. POSTUP

5.1. Priprava vzorky

5.1.1. Do 150 ml kadicky sa presne navazi priblizne 1 g (m v gramoch) homogénnej vzorky
vyrobku. Prida sa 40 ml vody a 10 ml koncentrovanej kyseliny chlorovodikovej (3.1.).

5.1.2. Kadicka 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 predislo
rychlemu odpareniu. Vari sa 5 minut, kadicka sa odlozi zo zdroja tepla a ochladi sa na
laboratérnu teplotu.

5.1.3. Obsah kadicky sa s pouzitim filtraéného papiera (4.3.) prefiltruje do 100 ml odmernej
banky. Kadi¢ka sa oplachne dvoma 10 ml davkami vody a voda z oplachnutia sa po prefiltrovani
prida do banky. Doplni sa vodou po znacku a premiesa sa. Tento roztok sa tiez pouzije na
stanovenie hlinika v casti C.

5.1.4. Do 50 ml odmernej banky sa pipetou prenesie 20 ml roztoku vzorky (5.1.3.), 5 ml roztoku
chloridu hlinitého (3.4.) a 5 ml roztoku chloridu amoénneho (3.5.). Doplni sa 10 % (obj.) roztokom
kyseliny chlorovodikovej (3.2.) po znacku a premiesa sa.

5.2. Podmienky pre atémovu absorpcnu spektrometriu

Plamen oxid dusny - acetylén

Vlnova dizka 360,1 nm

Korekcia pozadia nie

Podmienky pre palivo obohatené — pre maximalnu absorbanciu je potrebné optimalizovat vysku
horaka a podmienky spalovania.

5.3. Kalibracia

5.3.1. Do série 50 ml odmernych baniek sa pipetou prenesie 5, 10, 15, 20 a 25 ml Standardného
zasobného roztoku zirkonia (3.3.). Do kazdej odmernej banky sa pipetou prida 5 ml chloridu
hlinitého (3.4.) a 5 ml chloridu aménneho (3.5.). Objem sa doplni 10 % (obj.) roztokom kyseliny
chlorovodikovej (3.2.) po znacku a premiesa sa. Tieto roztoky obsahuju v uvedenom poradi 100,
200, 300, 400 a 500 pg zirkonia na mililiter. Podobne sa bez pridania Standardného roztoku
zirkonia pripravi slepy roztok.

5.3.2. Zmeria sa absorbancia slepého roztoku (5.3.1.) a ziskana hodnota sa pouzije ako nulova
koncentracia zirkénia pre kalibracna krivku. Zmeria sa absorbancia kazdého kalibracného
Standardného roztoku zirkonia (5.3.1.). Zostroji sa kalibracna krivka zavislosti hodnot absorbancie
od koncentracie zirkonia.

5.4. Stanovenie

Zmeria sa absorbancia roztoku vzorky (5.1.4.). Z kalibra¢nej krivky sa odcita koncentracia zirkonia
zodpovedajica hodnote absorbancie nameranej v roztoku vzorky.

6. VYPOCET

Obsah zirkonia vo vzorke v hmotnostnych percentach sa vypocita podla vzorca
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C
40xm

% zirkdnia =

kde

m je hmotnost vzorky odobratej na analyzu (5.1.1.) v gramoch,

¢ je koncentracia zirkonia v roztoku vzorky (5.1.4.) odc¢itana z kalibracnej krivky v
mikrogramoch na mililiter.

7. OPAKOVATELNOST?)

Pre obsah zirkonia 3 % (hmot.) nesmie rozdiel medzi vysledkami dvoch paralelne uskutoénenych
stanoveni na tej istej vzorke presiahnut 0,1 % (hmot.).

8. POZNAMKA

Povolené je pouzitie optickej emisnej spektrometrie s induk¢ne viazanou plazmou ako alternativy
plamenovej atomovej absorpcnej spektrometrie.

C. STANOVENIE HLINIKA

1. ROZSAH A OBLAST POUZITIA

Tato metéda je vhodna na stanovenie hlinika pritomného v komplexoch hlinito-zirkonicitych
hydroxido-chloridov do maximalneho obsahu 12 % (hmot.) hlinika v neaerosélovych
antiperspirantoch.

2. PRINCIP

Hlinik sa extrahuje z vyrobku v kyslom prostredi a stanovi sa pomocou plamenovej atomovej
absorpcnej spektrometrie.

3. CINIDLA

Vsetky ¢inidla musia byt analyticky cisté.

3.1. Kyselina chlorovodikova, koncentrovana, d»,= 1,18 g/ml

3.2. 1 % (obj.) roztok kyseliny chlorovodikovej

10 ml koncentrovanej kyseliny chlorovodikovej (3.1.) sa za staleho miesania prida do 500 ml vody
v kadicke. Tento roztok sa prenesie do jednolitrovej odmernej banky a doplni sa vodou po znacku.
3.3. Standardny zasobny roztok hlinika

1 000 mg/ml v 0,5 M roztoku kyseliny dusi¢nej (SpectrosoL alebo ekvivalent)

3.4. Chlorid draselny

10 g chloridu draselného sa rozpusti v 250 ml 1 % (obj.) roztoku kyseliny chlorovodikovej (3.2.).

4. PRISTROJE A POMOCKY

4.1. Bezné laboratoérne vybavenie

4.2. Atomovy absorpény spektrofotometer vybaveny hlinikovou vybojkou s dutou katédou

5. POSTUP

5.1. Priprava vzorky

Na stanovenie obsahu hlinika sa pouzije roztok pripraveny podla B 5.1.3.

5.1.1. Do 100 ml odmernej banky sa pipetou prenesie 5 ml roztoku vzorky (B 5.1.3.), 10 ml
roztoku chloridu draselného (3.4.). Doplni sa 1 % (obj.) roztokom Kkyseliny chlorovodikovej (3.2.) po
znacku a premiesa sa.

5.2. Podmienky pre atomovu absorpénu spektrometriu

Plamen oxid dusny - acetylén

VInova dlzka 309,3 nm

Korekcia pozadia nie

Podmienky pre palivo obohatené — pre maximalnu absorbanciu je potrebné optimalizovat vysku
horaka a podmienky spalovania.

5.3. Kalibracia

5.3.1. Do série 100 ml odmernych baniek sa pipetou prenesie 1, 2, 3, 4 a 5 ml Standardného
zasobného roztoku hlinika (3.3.). Do kazdej odmernej banky sa pipetou prida 10 ml chloridu
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draselného (3.4.). Objem sa doplni 1 % (obj.) roztokom kyseliny chlorovodikovej (3.2.) po znacku a
premiesa sa. Tieto roztoky obsahuju 10, 20, 30, 40 a 50 mg hlinika na mililiter. Podobne sa bez
pridania standardného roztoku hlinika pripravi slepy roztok.

5.3.2. Zmeria sa absorbancia slepého roztoku (5.3.1.) a ziskana hodnota sa pouzije ako nulova
koncentracia hlinika pre kalibracni krivku. Zmeria sa absorbancia kazdého kalibracného
Standardného roztoku hlinika. Zostroji sa kalibracna krivka zavislosti absorbancie od koncentracie
hlinika.

5.4. Stanovenie

Zmeria sa absorbancia roztoku vzorky (5.1.1.). Z kalibracnej krivky sa odcita koncentracia hlinika
zodpovedajiuca hodnote absorbancie nameranej v roztoku vzorky.

6. VYPOCET

Obsah hlinika vo vzorke v hmotnostnych percentach sa vypocita podla vzorca

% hlinika = — c
X m

kde

m je hmotnost vzorky odobratej na analyzu (B 5.1.1.) v gramoch,

c je koncentracia hlinika v roztoku vzorky (5.1.1.) od¢itana z kalibra¢nej krivky v mikrogramoch
na mililiter.

7. OPAKOVATELNOST?)

Pre obsah hlinika 3,5 % (hmot.) nesmie rozdiel medzi vysledkami dvoch paralelne uskuto¢nenych
stanoveni na tej istej vzorke presiahnut 0,1 % (hmot.).

8. POZNAMKA

Povolené je pouzitie optickej emisnej spektrometrie s induk¢ne viazanou plazmou ako alternativy
plamenovej atomovej absorpcnej spektrometrie.

D. STANOVENIE CHLORU

1. ROZSAH A OBLAST POUZITIA

Tato metoda je vhodna na stanovenie chloru, pritomného ako chloridovy ion, v komplexoch
hlinito-zirkonicitych hydroxido-chloridov v neaerosé6lovych antiperspirantoch.

2. PRINCIP

Chloridové i6ny sa vo vyrobku stanovia potenciometrickou titraciou Standardnym roztokom
dusi¢nanu strieborného.

3. CINIDLA

Vsetky ¢inidla musia byt analyticky cisté.

3.1. Kyselina dusi¢na, koncentrovana, d*,= 1,42 g/ml

3.2. 5 % (obj.) roztok kyseliny dusicnej

25 ml koncentrovanej kyseliny dusicnej (3.1.) sa za staleho mieSania prida do 250 ml vody v
kadicke. Tento roztok sa prenesie do 500 ml odmernej banky a doplni sa vodou po znacku.

3.3. Aceton

3.4. 0,1 M roztok dusi¢nanu strieborného pre odmernu analyzu (AnalaR alebo ekvivalent)

4. PRISTROJE A POMOCKY

4.1. Bezné laboratoérne vybavenie

4.2. Magnetické miesadlo s vyhrievacou platniou

4.3. Strieborna elektréda

4.4. Kalomelova referen¢na elektroda

4.5. pH/milivoltmeter vhodny pre potenciometricku titraciu

5. POSTUP

5.1. Priprava vzorky
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5.1.1. Do 250 ml kadicky sa presne navazi priblizne 1 g (m v gramoch) homogénnej vzorky
vyrobku. Prida sa 80 ml vody a 20 ml 5 % (obj.) roztoku kyseliny dusicnej (3.2.).

5.1.2. Kadicka 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 predislo
rychlemu odpareniu. Vari sa 5 minut, kadicka sa odlozi zo zdroja tepla a ochladi sa na
laboratérnu teplotu.

5.1.3. Prida sa 10 ml acetonu (3.3.), elektrody (4.3. a 4.4.) sa ponoria pod povrch roztoku a spusti
sa mieSanie. Titruje sa potenciometricky 0,1 M roztokom dusicnanu strieborného (3.4.) a na ucel
stanovenia koncového bodu titracie (V v mililitroch) sa zostroji diferencialna krivka.

6. VYPOCET

Obsah chléru pritomného vo vzorke v hmotnostnych percentach sa vypocita podla vzorca

% chléru = 03545%V a
m

kde

m je hmotnost vzorky odobratej na analyzu (5.1.1.) v gramoch,

V je objem 0,1 M roztoku dusi¢nanu strieborného spotrebovaného na titraciu do koncového
bodu (5.1.3.) v mililitroch.

7. OPAKOVATELNOST?)

Pre obsah chloru 4 % (hmot.) nesmie rozdiel medzi vysledkami dvoch paralelne uskutocnenych
stanoveni na tej istej vzorke presiahnut 0,1 % (hmot.).

E. VYPOCET POMERU ATOMOV HLINIKA K ATOMOM ZIRKONIA A ATOMOV HLINIKA PLUS
ZIRKONIA K ATOMOM CHLORU

1. VYPOCET POMERU ATOMOV HLINIKA K ATOMOM ZIRKONIA

% (hmot.)Alx9122
% (hmot.)Zrx2698

2. VYPOCET POMERU ATOMOV HLINIKA PLUS ZIRKONIA K ATOMOM CHLORU
Pomer (Al + Zr) : Cl sa vypocita podla vzorca

% (hmot.)Al N % (hmot.)Zr

‘ - , _ 26,98 9122
pomer (Al + Zr) : Cl = % (hmot.)Cl .

35,45

35. DOKAZ A STANOVENIE HEXAMIDINU, DIBROMHEXAMINIDU, DOBROMPROPAMIDINU A
CHLORHEXIDINU

(Podla smernice Komisie 93/73/EHS z 9. septembra 1993)

1. ROZSAH A OBLAST POUZITIA

Tato metoda opisuje kvalitativne a kvantitativne stanovenie

hexamidinu a jeho soli vratane isetionatu a 4-hydroxybenzoatu,

dibromhexamidinu a jeho soli vratane isetionatu,

dibrompropamidinu a jeho soli vratane isetionatu,

pomer Al : Zr =
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diacetatu, diglukonatu a dihydrochloridu chlérhexidinu v kozmetickych vyrobkoch

2. DEFINICIA

Obsah hexamidinu, dibromhexamidinu, dibrompropamidinu a chlorhexidinu stanoveny touto
metodou sa vyjadri v hmotnostnych percentach.

3. PRINCIP

Dokaz a stanovenie sa uskutoénuju iénovo-parovaciou vysokoucinnou chromatografiou (HPLC) na
obratenej faze nasledovanou ultrafialovou spektrofotometrickou detekciou. Hexamidin,
dibrémhexamidin, dibrompropamidin a chlérhexidin sa identifikuju na zaklade retenénych casov
na chromatografickej koléne.

4. CINIDLA

Vsetky ¢inidla musia byt analyticky ¢isté a podla potreby musia byt vhodné pre HPLC.

4.1. Metanol

4.2. Sodna sol kyseliny heptan-1-sulfénovej, monohydrat

4.3. Kyselina octova, ladova, d>°, = 1,05 g/ml

4.4. Chlorid sodny

4.5. Mobilné fazy

4.5.1. Rozpustadlo I

0,005 M roztok monohydratu sodnej soli kyseliny heptan-1-sulfénovej (4.2.) v metanole (4.1.) s
upravenym pH na hodnotu 3,5 ladovou kyselinou octovou (4.3.)

4.5.2. Rozpustadlo II

0,005 M roztok monohydratu sodnej soli kyseliny heptan-1-sulfénovej (4.2.) vo vode s upravenym
pH na hodnotu 3,5 Iladovou kyselinou octovou (4.3.)

AKk je potrebné zlepsit tvar pikov, mobilné fazy mézu byt modifikované a pripravené takto
Rozpustadlo I - 5,84 g chloridu sodného (4.4.) a 1,1013 g monohydratu sodnej soli kyseliny
heptan-1-sulfénovej (4.2.) sa rozpusti v 100 ml vody. Prida sa 900 ml metanolu (4.1.) a pH sa
upravi na 3,5 ladovou kyselinou octovou (4.3.).

Rozpustadlo II - 5,84 g chloridu sodného (4.4.) a 1,1013 g monohydratu sodnej soli kyseliny
heptan-1-sulfénovej (4.2.) sa rozpusti v 1 litri vody a pH sa upravi na 3,5 ladovou kyselinou
octovou (4.3.).

4.6. Diisetionat hexamidinu [C,,H,.N,O, . 2 C,H;0,S]

4.7. Diisetionat dibromhexamidinu [C,,H,,Br,N,O, . 2 C,H;0,S]

4.8. Diisetionat dibrompropamidinu [C, H, Br,N,O, . 2 C,H,O,S]

4.9. Diacetat chlérhexidinu [C22H30C12N10 .2 02H402]

4.10. Referen¢né roztoky

Pripravia sa 0,05 % (m/V) roztoky kazdej zo Styroch konzervacnych latok (4.6. az 4.9.) v
rozpustadle I (4.5.1.).

4.11. 3,4,4-trichlérkarbanilidu (triklokarban)

4.12. 4,4-dichlor-3-(trifluérmetyl)karbanilid (halokarban)

5. PRISTROJE A POMOCKY

5.1. Bezné laboratérne vybavenie

5.2. Vysokoucéinny kvapalinovy chromatograf s ultrafialovym detektorom s nastavitelnou vlnovou
dlzkou

5.3. Analyticka koléna - nehrdzavejica ocel, dlzka 30 cm, vnitorny priemer 4 mm, naplnena
p-Bondapackom C18, 10 pm alebo ekvivalent,

5.4. Ultrazvukovy kupel

6. DOKAZ

6.1. Priprava vzorky

Do 10 ml odmernej banky sa navazi priblizne 0,5 g vzorky a doplni sa rozpustadlom I (4.5.1.) po
znacku. Banka sa umiestni na 10 minut do ultrazvukového kupela (5.4.). Roztok sa prefiltruje
alebo odstredi na centrifuge. Pre chromatografiu sa zachytava filtrat alebo supernatant.

6.2. Chromatografia

6.2.1. Gradient mobilnej fazy

Cas v miniitach Rozpustadlo I Rozpustadlo II
v obj. % (4.5.1.) v obj. % (4.5.2.)

0 50 50

15 65 35
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30 65 35
45 50 50

6.2.2. Prietokova rychlost mobilnej fazy (6.2.1.) sa nastavi na 1,5 ml/min a teplota kolény na 35
°oC.

6.2.3. Detektor sa nastavi na vlnova dizku 264 nm.

6.2.4. Nastrekne sa 10 pl kazdého z referenénych roztokov (4.10.) a zaznamenaju sa ich
chromatogramy.

6.2.5. Nastrekne sa 10 ul roztoku vzorky (6.1.) a zaznamena sa jej chromatogram.

6.3. Porovnanim retenc¢ného c¢asu (retencnych casov) piku (pikov) zisteného (zistenych) v 6.2.5. s
retenénymi casmi pikov referenénych roztokov ziskanymi v 6.2.4. sa zisti, ¢i je pritomny
hexamidin, dibromhexamidin, dibrémpropamidin alebo chlorhexidin.

7. STANOVENIE

7.1. Priprava Standardnych roztokov

Ako vnutorny Standard sa pouzije jedna z konzervac¢nych latok (4.6. az 4.9.), ktora nie je pritomna
vo vzorke. Ak to nie je mozné, moézu sa pouzit triklokarban (4.11.) alebo halokarban (4.12.).

7.1.1. 0,05 % (m/V) zasobny roztok v rozpustadle I (4.5.1.) konzervacnej latky zistenej v 6.3

7.1.2. 0,05 % (m/V) zasobny roztok v rozpustadle I (4.5.1.) konzervacnej latky vybratej ako
vnutorny Standard

7.1.3. Pre kazdu identifikovanu konzerva¢nu latku sa pripravia 4 Standardné roztoky do série 10
ml odmernych baniek prenesenim mnozZstiev zasobného roztoku zistenej konzervacnej latky
(7.1.1.) a primeranych mnozstiev zasobného roztoku vnutorného standardu (7.1.2.) podla uvedenej
tabulky. Kazda banka sa doplni rozpustadlom I (4.5.1.) po znacku a premiesa sa.

Standardny roztok |Zasobny roztok Zasobny roztok konzervacnej latky,
vnitorného standardu ktorej pritomnost bola preukazana
prida sa (7.1.2.) ml prida sa (7.1.1.) ml pg/ml¥)

I 1,0 0,5 25

II 1,0 1,0 50

III 1,0 1,5 75

v 1,0 2,0 100

*) Tieto hodnoty su uvedené pre usmernenie a zodpovedaju koncentraciam identifikovanej
konzervacnej latky v standardnych roztokoch pripravenych zriedenim zasobného roztoku, ktory
obsahuje presne 0,05 % identifikovanej konzervacénej latky.

7.2. Priprava vzorky

7.2.1. Do 10 ml odmernej banky sa presne navazi priblizne 0,5 g (p v gramoch) vzorky, prida sa 1
ml roztoku vnutorného Standardu (7.1.2.) a 6 ml rozpustadla I (4.5.1.) a premiesa sa.

7.2.2. Banka sa umiestni na 10 minut do ultrazvukového kupela (5.4.), ochladi sa, doplni sa
rozpustadlom I po znacku a premieSa sa. Odstredi sa na centrifige alebo sa prefiltruje cez
skladany filtra¢ny papier. Pre chromatografiu sa zachytava supernatant alebo filtrat.

7.3. Chromatografia

7.3.1. Gradient mobilnej fazy, prietokova rychlost, teplota kolény a vinova dizka detektora
prislusenstva HPLC (5.2.) sa nastavia na hodnoty, aké boli pozadovaneé (6.2.1. az 6.2.3.).

7.3.2. Nastrekne sa 10 ul roztoku vzorky (7.2.2.) a meria sa plocha pikov. Tento postup sa opakuje
s dalSou 10 pl alikvotnou ¢astou roztoku vzorky, kym sa nedosiahnu zhodné vysledky. Vypocita sa
pomer plochy piku vytvaraného analyzovanou zluceninou k ploche piku vytvaraného vnutornym
Standardom.

7.4. Kalibracia

7.4.1. Nastrekne sa 10 ul kazdého zo Standardnych roztokov (7.1.3.) a meraju sa plochy pikov.
7.4.2. Pre kazdy Standardny roztok (7.1.3.) sa vypocita pomer plochy piku hexamidinu,
dibromhexamidinu, dibrompropamidinu alebo chlérhexidinu k ploche piku vniutorného Standardu.
Nanesenim tychto pomerov na os y a zodpovedajucich koncentracii zistenej konzervacnej latky v
mg na mililiter na os x sa zostroji kalibracna krivka.

7.4.2. Z Kkalibra¢nej krivky (7.4.2.) sa od¢ita koncentracia identifikovanej konzervacnej latky
zodpovedajica pomeru plochy pikov vypocitanej v 7.3.2.
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8. VYPOCET
Obsah hexamidinu, dibromhexamidinu, dibrompropamidinu alebo chlérhexidinu vo vzorke v
hmotnostnych percentach sa vypocita podla vzorca

: C Mw,
% — X ,

1000xp Mw,

kde
P je hmotnost vzorky odobratej na analyzu (7.2.1.) v gramoch,
c je koncentracia konzervacnej latky v roztoku vzorky odé¢itana z kalibracnej krivky v

mikrogramoch na mililiter,
Mw, je molekulova hmotnost zakladnej formy pritomnej konzervacnej latky,

Mw, je molekulova hmotnost prislusnej soli podla 10. — tabulka.

2

9. OPAKOVATELNOST?)

Pre obsah hexamidinu, dibrémhexamidinu, dibrompropamidinu alebo chlérhexidinu 0,1 % (hmot.)
nesmie rozdiel medzi vysledkami dvoch paralelne uskutocnenych stanoveni na tej istej vzorke
presiahnut 0,005 % (hmot.).

10. TABULKA MOLEKULOVYCH HMOTNOSTI

Hexamidin CyoHy6N, O, 354,45
Diisetionat hexamidinu CyoHygN,O, © 2C,H,O,S 606,72
Di-p-hydroxybenzoat hexamidinu CyoHygN,O, © 2C_H O, 630,71
Dibrémhexamidin C,oH,,Br,N,O, 512,24
Diisetionat dibrémhexamidinu CyoH,,Br,N,0, ¢ 2C,H,O,S 764,51
Dibrémpropamidin C,,H,¢Br,N,0O, 470,18
Diisetionat dibrompropamidinu C,,H,Br,N,O, * 2C,H,O0,S 722,43
Chloérhexidin CooHy CLN 505,45
Diacetat chlorhexidinu CyoHy CLN,, * 2C,H,0O, 625,56
Diglukonat chlérhexidinu 022H30C12N10 U 2C6H1207 897,76
Dihydrochlorid chlérhexidinu CyoH (CLN, , © 2HCI 578,37

36. DOKAZ A STANOVENIE KYSELINY BENZOOVEJ, KYSELINY 4-HYDROXYBENZOOVEJ,
KYSELINY SORBOVEJ, KYSELINY SALICYLOVEJ A KYSELINY PROPIONOVEJ

(Podla smernice Komisie 95/32/ES zo 7. jula 1995)

1. ROZSAH A OBLAST POUZITIA

Tato metoda je pouzitelna na dokaz a stanovenie Kyseliny benzoovej, kyseliny 4-hydroxybenzoovej,
kyseliny sorbovej, kyseliny salicylovej a Kkyseliny propionovej v kozmetickych vyrobkoch.
Samostatné postupy opisuju dokaz tychto konzervaénych latok, a to stanovenie Kkyseliny
propionovej, kyseliny 4-hydroxybenzoovej, kyseliny salicylovej, kyseliny sorbovej a kyseliny
benzoove;.

2. DEFINICIA
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Mnozstva kyseliny benzoovej, kyseliny 4-hydroxybenzoovej, kyseliny salicylovej, kyseliny sorbovej a
kyseliny propionovej stanovené touto metédou sa vyjadruju ako hmotnostné percenta volnych
kyselin.

A. DOKAZ

1. PRINCIP

Po acidobazickej extrakcii konzervacnych latok sa extrakt nasledne analyzuje tenkovrstvovou
chromatografiou (TLC) a reakénou chromatografiou (derivatizacia na platni). Podla vysledkov sa
identifikacia potvrdi vysokouc¢innou kvapalinovou chromatografiou (HPLC) alebo v pripade kyseliny
propiénovej plynovou chromatografiou (GC).

2. CINIDLA

2.1. VSetky ¢inidla musia byt analyticky ¢isté. Pouzita voda musi byt destilovana alebo minimalne
voda rovnocennej Cistoty.

2.2. Aceton

2.3. Dietyléter

2.4. Acetonitril

2.5. Toluén

2.6. n-hexan

2.7. Parafinovy olej

2.8. Kyselina chlorovodikova, 4 M

2.9. Hydroxid draselny, vodny roztok, 4 M

2.10. Chlorid vapenaty, CaCl, . 2H,0

.11. Uhlicitan litny, Li,CO,4

12. 2-brém-2-acetonafton

13. Kyselina 4-hydroxybenzoova

14. Kyselina salicylova

15. Kyselina benzoova

16. Kyselina sorbova

17. Kyselina propionova

.18. Referen¢né roztoky

Pripravia sa 0,1 % (m/V) roztoky (100 mg/100 ml) kazdej z piatich konzervacnych latok (2.13. az
2.17.) v dietyléteri

2.19. Derivatizacné cinidlo

0,5 % (m/V) roztok 2-brém-2-acetonaftonu (2.12.) v acetonitrile (2.4.) (50 mg/10 ml) — tento roztok
sa musi pripravovat kazdy tyzden cerstvy a musi sa uskladnovat v chladnicke.

2.20. Roztok katalyzatora

0,3 % (m/V) roztok uhlicitanu litneho (2.11.) vo vode (300 mg/100 ml) — tento roztok sa musi vzdy
pripravovat cerstvy.

2.21. Vyvijaci roztok

Toluén (2.5.)/aceton (2.2.) v objemovych dieloch 20 : 0,5

2.22. Kvapalny parafin (2.7.)/n-hexan (2.6.) v objemovych dieloch 1 : 2

3. PRISTROJE A POMOCKY

Bezné laboratérne pomocky

3.1. Vodny kupel s moznostou nastavenia teploty na 60 °C

3.2. Vyvijacia komora

3.3. Zdroj ultrafialového svetla, 254 a 366 nm

3.4. Platne na tenkovrstvovi chromatografiu (TLC) potiahnuté silikagélom 60 bez fluorescené¢ného
indikatora, 20 x 20 cm, hrabka vrstvy 0,25 mm s koncentracnou zénou 2,5 x 20 cm (Merck 11845
alebo ich ekvivalent)

3.5. Mikrostriekacka, 10 ul

3.6. Mikrostriekacka, 25 ul

3.7. SuSiaren s moznostou nastavenia teploty do 105 °C

3.8. 50 ml sklené skuiimavky so skrutkovacim uzaverom

3.9. Filtracny papier s priemerom 90 mm, Schleicher & Schull, Weissband ¢. 5892 alebo jeho
ekvivalent

3.10. Univerzalny pH indikatorovy papier, pH 1-11

3.11. 5 ml sklené vzorkovnice

3.12. Rota¢na vakuova odparka (Rotavapor alebo ekvivalent)

3.13. Vyhrievacia platna (varic)

4. POSTUP

SESNCECNCECECIIN
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4.1. Priprava vzorky

Do 50 ml skiimavky so skrutkovacim uzaverom (3.8.) sa navazi priblizne 1 g vzorky. Pridaju sa
styri kvapky 4 M roztoku kyseliny chlorovodikovej (2.8.) a 40 ml acetéonu (2.2.). V pripade velmi
zasaditych vyrobkov, ako napr. toaletné mydlo, sa prida 20 kvapiek 4 M roztoku kyseliny
chlorovodikovej (2.8.). Indikatorovym papierikom (3.10.) sa skontroluje, ¢i pH je priblizne 2.
Skumavka sa uzavrie a 1 minutu sa intenzivne pretrepava. Ak je potrebné ulahcit extrakciu
konzervaénych latok do aceténovej fazy, vzorka sa mierne zahrieva pribliZzne na 60 °C do
roztopenia kvapalnej fazy. Roztok sa ochladi na laboratérnu teplotu a cez filtraény papier (3.9.) sa
prefiltruje do kuzelovitej banky. 20 ml filtratu sa prenesie do 200 ml kuZzelovitej banky, prida sa 20
ml vody a premieSa sa. pH zmesi sa so 4 M roztokom hydroxidu draselného (2.9.) upravi priblizne
na 10. Na meranie pH sa pouzije indikatorovy papierik (3.10.). Prida sa 1 g chloridu vapenatého
(2.10.) a intenzivne sa pretrepe. Cez filtracny papier (3.9.) sa prefiltruje do 250 ml oddelovacieho
lievika obsahujuceho 75 ml dietyléteru (2.3.) a 1 minutu sa intenzivne pretrepava. Nechaju sa
oddelit vrstvy a vodna vrstva sa vypusti do 250 ml kuzelovitej banky. Etericka vrstva sa vyleje.
Pomocou indikatorového papiera (3.10.) sa 4 M roztokom kyseliny chlorovodikovej (2.8.) upravi pH
vodného roztoku priblizne na 2. Prida sa 10 ml dietyléteru (2.3.), banka sa uzavrie a 1 minatu sa
intenzivne pretrepava. Nechaju sa oddelit vrstvy a étericka vrstva sa prenesie do odparovacieho
zariadenia (3.12.). Vodna vrstva sa vyleje. Etericka vrstva sa odpari takmer do sucha a zvySok sa
znova rozpusti v 1 ml dietyléteru (2.3.). Roztok sa prenesie do sklenej vzorkovnice (3.11.).

4.2. Tenkovrstvova chromatografia

Pre kazdy Standard a vzorku, ktoré maju byt nanesené na tenkovrstvova platiiu, sa na Startovaciu
C¢iaru v koncentracnej zone TLC platne (3.4.) striekackou (3.5.) nanesie v rovnakej vzdialenosti
priblizne 3 ul roztoku uhli¢itanu litneho (2.20.) a platnicka sa vysusi v prude studeného vzduchu.
TLC platna sa prenesie na vyhrievaciu platnu (3.13.) vyhriatu na 40 °C, aby sa pri nanasani
udrzali ¢o najmensie Skvrny. Mikrostriekackou (3.5.) sa na Startovaciu Ciaru platne presne na
miesta, kde boli nanesené Skvrny roztoku uhlic¢itanu litneho, nanesie 10 ml kazdého roztoku
Standardu (2.18.) a roztoku vzorky (4.1.). Nakoniec sa nanesie priblizne 15 ml derivatizacného
¢inidla (2.19.) (roztoku 2-brém-2-acetonafténu), opat presne na miesta, kde boli nanesené Skvrny
roztokov Standardov/vzorky a roztoku uhlic¢itanu litneho. TLC platna sa zohreje v susiarni (3.7.)
na 80 C 45 minut. Po ochladeni sa platna vyvija v komore (3.2.) nasycovanej pocas 15 minut (bez
pouzitia vlozky z filtraéného papiera) rozpustadlom 2.21. (toluén/acetéon), kym celo rozpustadla
nedosiahne vzdialenost 15 cm od Startu (to méze trvat priblizne 80 minut). Platnia sa vysusi v
prade studeného vzduchu a ziskané Skvrny sa vySetria pod ultrafialovym svetlom (3.3.). Na
zvySenie fluorescencie slabych Skvin sa TLC platna méze ponorit do zmesi kvapalného parafinu a
n-hexanu (2.22.).

5. DOKAZ

Vypocitaju sa hodnoty R, pre kazdu Skvrnu. Porovnaju sa hodnoty R, a spravanie pri oziareni
ultrafialovym svetlom, pozorované pri Skvinach ziskanych zo vzorky so Skvrnami a z roztokov
Standardov. Vyvodia sa predbezné zavery o pritomnosti a identite pritomnych konzervacnych latok.
Uskutoéni sa identifikacia pomocou HPLC podla casti B, alebo ak sa ukazuje, Ze je pritomna
kyselina propionova, pomocou GC podla casti C. Ziskané retencné Casy sa porovnaju s casmi
ziskanymi pri roztokoch standardov. Vysledky TLC a HPLC alebo GC sa spoja a konecny dokaz
pritomnosti konzervacnych latok vo vzorke vychadza z kombinacie vysledkov.

B. STANOVENIE KYSELINY BENZOOVEJ, KYSELINY 4-HYDROXYBENZOOVEJ, KYSELINY
SORBOVEJ A KYSELINY SALICYLOVEJ

1. PRINCIP

Po okysleni sa vzorka extrahuje zmesou etanolu a vody. Po filtracii sa konzervaéné latky nasledne
stanovia vysokouc¢innou kvapalinovou chromatografiou (HPLC).

2. CINIDLA

2.1. VSetky ¢inidla musia byt analyticky Cisté, a ak je to potrebné, vhodné na HPLC. Pouzita voda
musi byt destilovana alebo minimalne voda rovnocennej Cistoty.

2.2. Etanol, absolutny

2.3. Kyselina 4-hydroxybenzoova

2.4. Kyselina salicylova

2.5. Kyselina benzoova

2.6. Kyselina sorbova

2.7. Octan sodny, CH;COONa . 3 H,0

2.8. Kyselina octova, d»,= 1,05 g/ml
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2.9. Acetonitril

2.10. Kyselina sirova, 2 M

2.11. Hydroxid draselny, vodny roztok, 0,2 M

2.12. Kyselina 2-metoxybenzoova

2.13. Zmes etanol/voda - zmieSa sa devat objemovych dielov etanolu (2.2.) a 1 objemovy diel vody
(2:1).

2.14. Roztok vnutorného Standardu - pripravi sa roztok obsahujuci priblizne 1 g kyseliny
2-metoxybenzoovej (2.12.) v 500 ml zmesi etanol/voda (2.13.).

2.15. Mobilna faza na HPLC

2.15.1. Octanovy tlmivy roztok

6,35 g octanu sodného (2.7.) a 20 ml kyseliny octovej (2.8.) sa prida k 1 000 ml vody a premiesa
sa.

2.15.2. Mobilna faza

Pripravi sa zmieSanim 9 objemovych dielov octanového tlmivého roztoku (2.15.1.) a 1 objemového
dielu acetonitrilu (2.9.).

2.16. Zasobny roztok konzervacnych latok

Do 50 ml odmernej banky sa presne navazi priblizne 0,05 g kyseliny 4-hydroxybenzoovej (2.3.), 0,2
g kyseliny salicylovej (2.4.), 0,2 g kyseliny benzoovej (2.5.), 0,05 g kyseliny sorbovej (2.6.) a doplni
sa po znacku zmesou etanol/voda (2.13.). Roztok je staly 1 tyzden a uskladnuje sa v chladnicke.
2.17. Standardné roztoky konzervacénych latok

Do série 20 ml odmernych baniek sa prenesie jednotlivo 8, 4, 2, 1 a 0,5 ml zasobného roztoku
(2.16.). Do kazdej banky sa prida po 10 ml roztoku vnutorného standardu (2.14.) a 0,5 ml 2 M
roztoku Kkyseliny sirovej (2.10.). Doplni sa po znacku zmesou etanol/voda (2.13.). Tieto roztoky sa
musia pripravovat cerstve.

3. PRISTROJE A POMOCKY

Ak nie je uvedené inak, bezné laboratorne vybavenie.

3.1. Vodny kupel nastaveny na 60 °C

3.2. Vysokoucéinny kvapalinovy chromatograf s nastavitelnym ultrafialovym detektorom a s 10 ul
davkovacou sluckou

3.3. Analyticka kolona z nehrdzavejucej ocele, dlha 12,5 az 25 cm, s vnutornym priemerom 4,6
mm, s naplnou Nucleosil 5C18 alebo ekvivalentnou

3.4. Filtracny papier s priemerom 90 mm, Schleicher & Schull, Weissband ¢. 5892 alebo jeho
ekvivalent

3.5. 50 ml sklené skiimavky so skrutkovacim uzaverom

3.6. 5 ml sklené vzorkovnice

3.7. Varné kamienky, karborundové, s rozmerom 2 az 4 mm alebo ich ekvivalent

4. POSTUP

4.1. Priprava vzorky

4.1.1. Priprava vzorky bez pridavku vnutorného standardu

Do 50 ml skumavky so skrutkovacim uzaverom (3.5.) sa navazi 1 g vzorky. Do skuimavky sa
pipetou prida 1 ml 2 M roztoku kyseliny sirovej (2.10.) a 40 ml zmesi etanol/voda (2.13.). Prida sa
priblizne 1 g varnych kamienkov (3.7.), skiimavka sa uzavrie a intenzivne sa pretrepava aspon 1
minutu, kym sa neziska homogénna suspenzia. Na ulahcenie extrakcie konzervacnych latok do
etanolickej fazy sa skimavka umiestni presne na 5 mintt do vodného kupela (3.1.) udrziavaného
na 60 °C. Skumavka sa ihned ochladi pod pridom studenej vody a extrakt sa uskladni na 1
hodinu pri teplote 5 °C. Extrakt sa prefiltruje cez filtracny papier (3.4.). PribliZne 2 ml extraktu sa
prenesie do sklenej vzorkovnice (3.6.). Extrakt sa uschovava pri teplote 5 °C a HPLC stanovenie sa
uskutocni do 24 hodin od jeho pripravy (4.1.2.).

4.1.2. Priprava vzorky s pridavkom vnutorného standardu

Do 50 ml skumavky so skrutkovacim uzaverom (3.5.) sa navazi s presnostou na 3 desatinné
miesta 1 0,1 g (a v gramoch) vzorky. Pipetou sa prida 1 ml 2 M roztoku kyseliny sirovej (2.10.) a 30
ml zmesi etanol/voda (2.13.). Prida sa priblizne 1 g varnych kamienkov (3.7.) a 10 ml roztoku
vnutorného Standardu (2.14.). Skimavka sa uzavrie a intenzivne sa pretrepava aspon 1 minutu,
kym sa neziska homogénna suspenzia. Na ulahcenie extrakcie konzervacnych latok do etanolickej
fazy sa skumavka umiestni presne na 5 minut do vodného kupela (3.1.) udrziavaného na 60 °C.
Skumavka sa ihned ochladi pod priudom studenej vody a extrakt sa uskladni na 1 hodinu pri
teplote 5 °C. Extrakt sa prefiltruje cez filtraény papier (3.4.). Priblizne 2 ml extraktu sa prenesu do
sklenej vzorkovnice (3.6.). Extrakt sa uschovava pri teplote 5°C a HPLC stanovenie sa uskutocni
do 24 hodin od jeho pripravy.
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4.2. Vysokou¢inna kvapalinova chromatografia

Mobilna faza

Acetonitril/octanovy tlmivy roztok (2.15.)

Prietokova rychlost mobilnej fazy cez kolénu sa nastavi na 2,0 + 0,5 ml/minutu.

Detektor sa nastavi na vlnova dizku 240 nm.

4.2.1. Kalibracia

Do kvapalinového chromatografu (3.2.) sa nadavkuje 10 pl davky kazdého zo Standardnych
roztokov konzervacnych latok (2.17.). Pre kazdy roztok sa stanovi pomer vysky piku skumanej
konzervacnej latky k vyske piku vnutorného Standardu, ziskanych z chromatogramov. Pre kazda
konzervaénu latku sa zostroji graf zavislosti vysky piku od koncentracie kazdého standardného
roztoku. Overi sa, ¢i sa pre Standardné roztoky postupom pre kalibraciu ziskala linearna zavislost.

4.2.2. Stanovenie

Do kvapalinového chromatografu (3.2.) sa nadavkuje 10 ul extraktu vzorky (4.1.1.) a zaznamena
sa chromatogram. Nadavkuje sa 10 ml Standardného roztoku konzervacnej latky (2.17.) a
zaznamena sa chromatogram. Ziskané chromatogramy sa porovnaju. Ak sa na chromatografe
extraktu vzorky (4.1.1.) neobjavi ziadny pik s priblizne rovnakym retencnym casom, ako ma
kyselina 2-metoxybenzoova (odporucany vnutorny Standard), nadavkuje sa 10 ml extraktu vzorky
s pridavkom vnutorného Standardu (4.1.2.) a zaznamena sa chromatogram. Ak sa Vv
chromatograme extraktu vzorky (4.1.1.) pozoruje rusiaci pik s rovnakym retencnym casom, ako
ma kyselina 2-metoxybenzoova, vyberie sa iny vhodny vnutorny standard. (Ak sa pik pre jednu zo
skumanych konzervac¢nych latok nenachadza v chromatograme, tato konzervacna latka sa pouzije
ako vnutorny Standard.) Overi sa, ¢i chromatogramy ziskané pre roztok standardu a roztok vzorky
splnaju poziadavku, Ze rozliSenie pikov najhorsie oddeleného paru musi byt aspon 0,9 (obrazok ¢.
1).

Obrazok ¢. 1: Vymedzenie rozliSenia pikov

-

m

O e et e o

Ak sa nedosiahne pozadované oddelenie pikov, pouzije sa ucinnejSia kolona alebo sa upravi
zloZenie mobilnej fazy, az kym sa nesplni poziadavka, Ze koeficient asymetrie A vSetkych ziskanych
pikov sa musi pohybovat medzi 0,9 az 1,5 (obrazok ¢. 2). Na zaznamenanie chromatogramu na
stanovenie koeficienta asymetrie sa odportéa rychlost zapisovaca aspon 2 cm/minutu.

Obrazok €. 2: Vymedzenie koeficienta asymetrie piku

(musi sa ziskat vyrovnana zakladna ciara — ,base line®)
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5. VYPOCET
Na vypocet koncentracie kyslych konzerva¢nych latok v roztoku vzorky sa pouziju pomery vysok
pikov skimanych konzervaénych latok k vyske piku kyseliny 2-metoxybenzoovej (vnutorného

Standardu) a kalibracnej krivky. Obsah kyseliny benzoovej, kyseliny 4-hydroxybenzoovej, kyseliny
sorbovej alebo kyseliny salicylovej vo vzorke sa v hmotnostnych precentach (x) vypocita podla

o o _ 100x20xb_ b
i 10°xa 500% a

?

kde
a je hmotnost skiusobnej vzorky v gramoch (4.1.2.),
b je koncentracia v mikrogramoch na mililiter konzervacnej latky v extrakte vzorky (4.1.2.) ziskana

z kalibracnej krivky.
6. OPAKOVATELNOST?)
Pri obsahu kyseliny 4-hydroxybenzoovej 0,40 % nesmie rozdiel medzi vysledkami dvoch paralelne

uskutocnenych stanoveni na tej istej vzorke presiahnut v absolutnej hodnote 0,035 %.
Pri obsahu kyseliny benzoovej 0,50 % nesmie rozdiel medzi vysledkami dvoch paralelne

uskutocnenych stanoveni na tej istej vzorke presiahnut v absolutnej hodnote 0,050 %.
Pri obsahu kyseliny salicylovej 0,50 % nesmie rozdiel medzi vysledkami dvoch paralelne

uskutocnenych stanoveni na tej istej vzorke presiahnut v absolutnej hodnote 0,045 %.
Pri obsahu kyseliny sorbovej 0,60 % nesmie rozdiel medzi vysledkami dvoch paralelne

uskutocnenych stanoveni na tej istej vzorke presiahnut v absolutnej hodnote 0,035 %.

7. POZNAMKY
sirovej pridanej do extraktu kyselin zo vzorky je kritické a ohrani¢enia pre mnozstvo spracovanej

vzorky sa musia udrzat v predpisanych medziach.
7.2. Ak je to ziaduce, pouzije sa primerana predkolona.

C. STANOVENIE KYSELINY PROPIONOVEJ
1. ROZSAH A OBLAST POUZITIA
Tato metéda je vhodna na stanovenie kyseliny propionovej s maximalnou koncentraciou 2 %

(hmot.) v kozmetickych vyrobkoch.
Koncentracia kyseliny propionovej stanovena touto metédou sa vyjadri v hmotnostnych

7.1. Vysledky testu nehomogenity uskuto¢neného na tejto metéde ukazujii, Zze mnozstvo kyseliny

2. DEFINICIA
percentach v kozmetickom vyrobku.
3. PRINCIP
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Stanovenie kyseliny propionovej sa po extrakcii z vyrobku nasledne uskutoc¢ni prostrednictvom
plynovej chromatografie s vyuzitim kyseliny 2-metylpropiénovej ako vnutorného Standardu.

4. CINIDLA

Vsetky ¢inidla musia byt analyticky ¢isté, musi byt pouzita destilovana voda alebo minimalne voda
rovnocennej Cistoty.

4.1. Etanol, 96 % (obj.)

4.2. Kyselina propionova

4.3. Kyselina 2-metylpropionova

4.4. Kyselina trihydrogenfosforeéna, 10 % (m/V)

4.5. Roztok kyseliny propionovej

Do 50 ml odmernej banky sa presne navazi priblizne 1 g (p v gramoch) kyseliny propionovej a
doplni sa etanolom (4.1.) po znacku.

4.6. Roztok vnutorného standardu

Do 50 ml odmernej banky sa presne navazi priblizne 1 g (e v gramoch) kyseliny 2-metylpropionovej
a doplni sa po znacku etanolom (4.1.).

5. PRISTROJE A POMOCKY

5.1. Bezné laboratérne vybavenie

5.2. Plynovy chromatograf s plamenovo-ionizaénym detektorom

5.3. Sklena skumavka (20 x 150 mm) so skrutkovacim uzaverom

5.4. Vodny kupel pri 60 °C

5.5. 10 ml sklena striekacka s membranovym filtrom (priemer pérov: 0,45 pum)

6. POSTUP

6.1. Priprava vzorky

6.1.1. Priprava vzorky bez vnutorného standardu

Do sklenej skumavky (5.3.) sa navazi priblizne 1 g vzorky. Prida sa 0,5 ml roztoku kyseliny
fosfore¢nej (4.4.) a 9,5 ml etanolu (4.1.). Skumavka sa uzavrie a intenzivne sa pretrepe. Ak je to
potrebné, umiestni sa na 5 minut do vodného kupela zahriateho na 60 °C (5.4.), aby sa tuplne
rozpustila tukova vrstva. Rychlo sa ochladi pod tec¢ticou vodou. Cast roztoku sa prefiltruje cez
membranovy filter (5.5.). Filtrat sa chromatografuje v ten isty den.

6.1.2. Priprava vzorky s vnutornym Standardom

Do sklenej skamavky (5.3.) sa navazi s presnostou na tri desatinné miesta 1 0,1 g (a v gramoch)
vzorky. Prida sa 0,5 ml roztoku kyseliny fosforeénej (4.4.), 0,5 ml roztoku vnuitorného standardu
(4.5.) a 9 ml etanolu (4.1.). Skamavka sa uzavrie a intenzivne sa pretrepe. Ak je to potrebné,
umiestni sa na 5 minut do vodného kupela zahriateho na 60 °C (5.4.), aby sa rozpustila tukova
vrstva. Rychlo sa ochladi pod tec¢ucou vodou. Cast roztoku sa prefiltruje cez membranovy filter
(5.5.). Filtrat sa chromatografuje v ten isty den.

6.2. Podmienky pre plynovi chromatografiu

Odporucané su tieto podmienky na meranie

Koléna

Typ nehrdzavejiaca ocel

Dizka 2 m

Priemer 3 mm

Napln 10 % SP™ 1000 (alebo ekvivalent) + 1 % H,PO, na Chromosorbe WAW 100 az 120
mesh

Teplota

Davkovac 200 °C

Koléna 120 C

Detektor 200 °C

Nosny plyn dusik

Prietokova rychlost 25 ml/min

6.3. Chromatografia
6.3.1. Kalibracia
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Do série 20 ml odmernych baniek sa pipetou prenesie jednotlivo 0,25, 0,5, 1, 2 a 4 ml roztoku
kyseliny propionovej (4.5.). Do kazdej odmernej banky sa pipetou prenesie po 1 ml roztoku
vnutorného Standardu (4.6.), doplni sa po znacku etanolom (4.1.) a premiesa sa. Takto pripravené
roztoky obsahuju e mg/ml kyseliny 2-metylpropionovej ako vautorného standardu (Co predstavuje
1 mg/ml, ak e = 1 000) a p/4, p/2, p, 2p a 4p mg/ml kyseliny propiénovej (co predstavuje 0,25,
0,5, 1, 2 a 4 mg/ml, ak p = 1 000). Nadavkuje sa 1 ul kazdého z tychto roztokov a nanesenim
pomeru hmotnosti kyseliny propionovej/kyseliny 2-metylpropionovej na os X a pomeru
zodpovedajucich ploch pikov na os y sa ziska kalibracna krivka. Vykonaju sa 3 vstreknutia
kazdého roztoku a vypocita sa pomer priemernej plochy piku. Kazdy roztok sa nadavkuje trikrat a
vypocita sa priemerny pomer plochy piku.

6.3.2. Stanovenie

Nadavkuje sa 1 ml filtratu vzorky (6.1.1.). Chromatogram sa porovna s chromatogramom jedného
zo sStandardnych roztokov (6.3.1.). Ak ma pik pribliZzne rovnaky retencny cas ako Kkyselina
2-metylpropionova, pouzije sa iny vnutorny standard. Ak sa nepozoruje pik rusiaci stanovenie,
nadavkuje sa 1 pl filtratu vzorky (6.1.2.) a zmeraju sa plochy piku kyseliny propionovej a piku
vnutorného Standardu.

7. VYPOCTY

7.1. Z kalibracnej krivky ziskanej v 6.3.1. sa ziska pomer hmotnosti (K) zodpovedajuci ploche
pikov, vypocitany v 6.3.2.

7.2. Z takto ziskaného pomeru hmotnosti sa vypocita obsah kyseliny propionovej vo vzorke ako
hmotnostné percento podla vzorca

0,5x100xe _ KE
50xa a

% Kkyselina propionova = K

kde

K je pomer vypocitany podla 7.1.,

e je hmotnost vnutorného standardu v gramoch (podla 4.6.),

a je hmotnost vzorky v gramoch podla 6.1.2.

Vysledky sa zaokruhlia na jedno desatinné miesto.

8. OPAKOVATELNOST?)

Pri obsahu kyseliny propionovej 2 % (hmot.) nesmie rozdiel medzi vysledkami dvoch paralelne
uskutocénenych stanoveni na tej istej vzorke presiahnut 0,12 %.

37. DOKAZ A STANOVENIE HYDROCHINONU, MONOMETYLETERU HYDROCHINONU,
MONOETYLETERU HYDROCHINONU A MONOBENZYLETERU HYDROCHINONU

(Podla smernice Komisie 95/32/ES zo 7. jula 1995)

A. DOKAZ

1. ROZSAH A OBLAST POUZITIA

Metoda opisuje detekciu a doékaz hydrochinéonu, monometyléteru hydrochinonu, monoetyléteru
hydrochinénu a monobenzyléteru hydrochinonu (monobenzonu) v kozmetickych vyrobkoch na
zosvetlovanie pokozky.

2. PRINCIP

Hydrochinén a jeho étery sa dokazuju tenkovrstvovou chromatografiou (TLC).

3. CINIDLA

Vsetky ¢inidla musia byt analyticky cisté.

3.1. Etanol, 96 % (obj.)

3.2. Chloroform

3.3. Dietyléter

3.4. Vyvijacia rozpustadlova zmes

Chloroform/dietyléter v objemovych dieloch 66 : 33

3.5. Amoniak, 25 % vodny roztok (hmot.), d*,= 0,91 g/ml

3.6. Kyselina askorbova

3.7. Hydrochinén

3.8. Monometyléter hydrochinénu

3.9. Monoetyléter hydrochinénu
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3.10. Monobenzyléter hydrochinonu (monobenzéon)

3.11. Referen¢né roztoky musia byt ¢erstvo pripravené, su stale jeden den.

3.11.1. Do delenej 10 ml skiimavky sa navazi 0,05 g hydrochinonu (3.7.). Prida sa 0,25 g kyseliny
askorbovej (3.6.) a 5 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.).

3.11.2. Do delenej 10 ml skiimavky sa navazi 0,05 g monometyléteru hydrochinénu (3.8.). Prida sa
0,25 g kyseliny askorbovej (3.6.) a 5 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 delenej 10 ml skimavky sa navazi 0,05 g monoetyléteru hydrochinéonu (3.9.), prida sa
0,25 g kyseliny askorbovej (3.6.), 5 ml etanolu (3.1.), roztok amoniaku (3.5.), kym pH nie je 10, a
doplni do objemu 10 ml etanolom (3.1.).

3.11.4. Do delenej 10 ml skimavky sa navazi 0,05 g monobenzyléteru hydrochinonu (3.10.), prida
sa 0,25 g kyseliny askorbovej (3.6.), 5 ml etanolu (3.1.), roztok amoniaku (3.5.), kym pH nie je 10,
a doplni sa do objemu 10 ml etanolom (3.1.).

3.12. Dusicnan strieborny

3.13. Kyselina fosfore¢nano-dodekamolybdénova

3.14. Hexahydrat hexakyanozelezitanu draselného

3.15. Hexahydrat chloridu zelezitého

3.16. Cinidla na postriekanie chromatogramu

3.16.1. Do 5 % (m/V) vodného roztoku dusi¢cnanu strieborného (3.12.) sa prida roztok amoniaku
(3.5.), kym sa vytvorena zrazenina nerozpusti.

Upozornenie — tento roztok sa statim stava explozivne nestabilny a musi sa po pouziti vyliat.
3.16.2. 10 % (m/V) roztok kyseliny fosfore¢nano-dodekamolybdénovej (3.13.) v etanole (3.1.)
3.16.3. Pripravi sa 1 % (m/V) vodny roztok hexakyanozelezitanu draselného (3.14.) a 2 % (m/V)
vodny roztok chloridu zelezitého (3.15.). Tesne pred pouzitim sa zmieSaju rovnakeé diely obidvoch
roztokov.

4. PRISTROJE A POMOCKY

Bezné laboratorne vybavenie

4.1. Bezné vybavenie na TLC

4.2. Hotové TLC platne — silikagél GHR/UV254, 20 x 20 cm (Machery, Nagel alebo ich ekvivalent),
hrubka vrstvy 0,25 mm

4.3. Ultrazvukovy kupel

4.4. Centrifaga

4.5. Ultrafialova lampa, 254 nm

5. POSTUP

5.1. Priprava vzorky

Do 10 ml delenej skiimavky sa navazia 3 g vzorky. Prida sa 0,25 g kyseliny askorbovej (3.6.) a 5 ml
etanolu (3.1.). S pouzitim roztoku amoniaku (3.5.) sa pH upravi na 10. Etanolom (3.1.) sa doplni
do objemu 10 ml. Skiimavka sa uzavrie zatkou a 10 minut sa homogenizuje v ultrazvukovom
kupeli. Prefiltruje sa cez filtraény papier alebo sa odstredi na centriftige pri 3 000 otackach/min.
5.2. Chromatografia na tenkej vrstve, TLC

Chromatograficka komora sa nasyti parami vyvijacej rozpustadlovej zmesi (3.4.). Na platnu sa
nanesu po 2 ml referenénych roztokov (3.11.) a 2 pl roztoku vzorky (5.1.). Vyvija sa v tme pri
laboratérnej teplote, kym c¢elo rozpustadlovej zmesi nevystipi do vzdialenosti 15 cm od Startu.
Platna sa vyberie a necha sa vysusit pri laboratérne;j teplote.

5.3. Detekcia

Platna sa pozoruje pod ultrafialovym svetlom pri 254 nm a oznacia sa polohy Skvin. Platna sa
postrieka

— ¢inidlom dusi¢nu strieborného (3.16.1.) alebo

— ¢inidlom kyseliny fosforeénano-dodekamolybdénovej (3.16.2.) a zahreje sa na 120 °C, alebo

— roztokom hexakyanozelezitanu draselného a roztokom chloridu zelezitého (3.16.3.).

6. DOKAZ

Vypocitaju sa R, hodnoty pre kazdu skvrnu. Porovnaju sa Skvrny ziskané pre roztok vzorky so

skvrnami referencnych roztokov so zretelom na ich R; hodnoty, farbu Skvin pod ultrafialovym

svetlom a farbu skvin po ich vizualizacii postriekanim ¢inidlom. Uskuto¢ni sa HPLC popisana v
nasledujucej casti (B.) a porovnaju sa retencné casy zistené pre pik(y) vzorky s retencnymi casmi
pikov referen¢nych roztokov. Vysledky TLC a HPLC na dékaz pritomnosti hydrochinénu alebo jeho
esterov alebo hydrochinonu a jeho esterov sa skombinuju.

7. POZNAMKY
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Za opisanych podmienok boli pozorovaneé tieto R hodnoty

Hydrochinon 0,32
Monometyléter hydrochinénu 0,53
Monoetyléter hydrochinonu 0,55
Monobenzyléter hydrochinénu 0,58

B. STANOVENIE

1. ROZSAH A OBLAST POUZITIA

Tato metoda blizsie urcuje postup na stanovenie hydrochinénu, monometyléteru hydrochinonu,
monoetyléteru hydrochinénu a monobenzyléteru hydrochinonu v kozmetickych vyrobkoch na
zosvetlovanie pokozky.

2. PRINCIP

Za mierneho zahrievania, pri ktorom sa roztopi vSetok tukovy material, sa vzorka extrahuje
zmesou voda/etanol. Stanovenie analytov vo vyslednom roztoku sa uskutocni kvapalinovou
chromatografiou s obratenou fazou s ultrafialovou detekciou.

3. CINIDLA

3.1. VSetky ¢inidla musia byt analyticky ¢isté. Pouzita voda musi byt destilovana alebo minimalne
voda rovnocennej Cistoty.

3.2. Metanol

3.3. Hydrochinon

3.4. Monometyléter hydrochinonu

3.5. Monoetyléter hydrochinonu

3.6. Monobenzyléter hydrochinénu (monobenzon)

3.7. Tetrahydrofuran kvality pre HPLC

3.8. Zmes metanol/voda 1 : 1 (obj. diely). ZmieSa sa 1 objemovy diel vody a 1 objemovy diel
metanolu (3.2.).

3.9. Mobilna faza

Zmes tetrahydrofuran/voda 45 : 55 (obj. diely). ZmieSa sa 45 objemovych dielov tetrahydrofuranu
(3.7.) a 55 objemovych dielov vody.

3.10. Referen¢ny roztok

Do 50 ml odmernej banky sa navazi 0,06 g hydrochinénu (3.3.), 0,08 g monometyléteru
hydrochinénu (3.4.), 0,10 g monoetyléteru hydrochinénu (3.5.) a 0,12 g monobenzyléteru
hydrochinénu (3.6.). Rozpusti sa v metanole (3.2.) a doplni sa nim po znacku. Referen¢ny roztok
sa pripravi zriedenim 10 ml tohto roztoku doplnenim do 50 ml zmesou voda/metanol (3.8.). Tieto
roztoky musia byt ¢erstvo pripravené.

4. PRISTROJE A POMOCKY

Bezné laboratorne vybavenie

4.1. Vodny kupel s moznostou dosiahnut teplotu 60 °C

4.2. Vysokoucinny kvapalinovy chromatograf s nastavitelnym UV detektorom a 10 ul davkovacou
sluckou

4.3. Analyticka kolona

Chromatograficka koléna z nehrdzavejucej ocele, dlha 250 mm, s vnutornym priemerom 4,6 mm,
naplnena Fenyl-zorbaxom (fenetylsilanom chemicky naviazanym na Zorbax SIL, na koncoch
ukoncéenym chlortrimetylsilanom), s velkostou ¢astic 6 mm alebo ekvivalentna koléna. Nepouziva
sa predkoléna okrem fenylovej predkolony alebo jej ekvivalentu.

4.4. Filtracny papier s priemerom 90 mm, Schleicher and Schull, Weissband ¢. 5892 alebo jeho
ekvivalent

5. POSTUP

5.1. Priprava vzorky

Do 50 ml odmernej banky sa navazi s presnostou na 3 desatinné miesta 1 0,1 g (a v gramoch)
vzorky. Vzorka sa disperguje v 25 ml zmesi voda/metanol (3.8.). Banka sa uzavrie a intenzivne sa
pretrepava aspon 1 minutu, kym sa neziska homogénna suspenzia. Banka sa umiestni do
vodného kupela (4.1.) zahriateho na 60 C na ulahcenie extrakcie. Banka sa ochladi a doplni sa po
znacku zmesou voda/metanol (3.8.). Extrakt sa prefiltruje cez filtraény papier (4.4.). HPLC
stanovenie sa uskutocni do 24 hodin od pripravy extraktu.

5.2. Vysokoucinna kvapalinova chromatografia
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Prietokova rychlost mobilnej fazy (3.9.) sa nastavi na 1 ml/min a detektor sa nastavi na vinovu
dizku 295 nm. Nadavkuje sa 10 ml roztoku vzorky ziskanej podla 5.1. a zaznamena sa
chromatogram. Meraju sa plochy pikov. Uskuto¢ni sa kalibracia podla 5.2.3. Porovnaju sa
chromatogramy ziskané pre vzorku a roztoky Standardov. Na vypocet koncentracie analytov v
roztoku vzorky sa pouzije plocha pikov a odozvové faktory (RF) vypocitané v 5.2.3.

5.2.3. Kalibracia
Nadavkuje sa 10 ml referenéného roztoku (3.10.) a zaznamena sa chromatogram. Davkuje sa

niekolkokrat, kym sa nedosiahne konstantna plocha piku. Stanovi sa odozvovy faktor RFi

RF = i,
C.

1

kde
p; je plocha piku hydrochinonu, monometyléteru hydrochinénu, monoetyléteru hydrochinénu

alebo monobenzyléteru hydrochinonu,

¢, je koncentracia (g/50 ml) referencného roztoku (3.10.) hydrochinonu, monometyléteru
hydrochinénu, monoetyléteru hydrochinénu alebo monobenzyléteru hydrochinénu.

Overi sa, ¢i chromatogramy ziskané pre roztok standardu a roztok vzorky spliaju poziadavku, ze
rozliSenie pikov najhorsie oddeleného paru musi byt aspon 0,9 (obrazok ¢. 1).

Obrazok ¢. 1: Vymedzenie rozliSenia pikov

-

i mmm———r———————————

Ak sa nedosiahne pozadované oddelenie pikov, pouzije sa ucinnejsia kolona alebo sa upravi
zlozenie mobilnej fazy az dovtedy, kym sa nesplni poziadavka, ze Koeficient asymetrie Ag vSetkych
ziskanych pikov sa musi pohybovat medzi 0,9 az 1,5 (obrazok ¢. 2). Na zaznamenanie
chromatogramu na stanovenie koeficientu asymetrie sa odporuca rychlost zapisovaca aspon 2

cm/minutu.
Obrazok ¢. 2: Vymedzenie koeficientu asymetrie piku (musi sa ziskat vyrovnana zakladna c¢iara —

,base line")
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6. VYPOCET
Na vypocet koncentracie analytu (analytov) vo vzorke sa pouziji plochy pikov analytov.
Koncentracia analytov vo vzorke sa vypocita ako hmotnostn€é percento (x;) s pomocou vzorca

% X, = X100 |
RF,xa

kde
a je hmotnost vzorky v gramoch,
b je plocha piku analytu i vo vzorke.

i

7. OPAKOVATELNOST?)
7.1. Pri obsahu hydrochinbnu 2 % nesmie rozdiel medzi vysledkami

uskutocnenych stanoveni na tej istej vzorke presiahnut v absolitnej hodnote 0,13 %.

7.2. Pri obsahu monometyléteru hydrochinénu 1 % nesmie rozdiel medzi vysledkami dvoch
paralelne uskuto¢nenych stanoveni na tej istej vzorke presiahnut v absolutnej hodnote 0,1 %.

7.3. Pri obsahu monoetyléteru hydrochinénu 1 % nesmie rozdiel medzi vysledkami dvoch
paralelne uskutocnenych stanoveni na tej istej vzorke presiahnut v absoltutnej hodnote 0,11 %.
7.4. Pri obsahu monobenzyléteru hydrochinénu 1 % nesmie rozdiel medzi vysledkami dvoch
paralelne uskutocnenych stanoveni na tej istej vzorke presiahnut v absoltutnej hodnote 0,11 %.

8. REPRODUKOVATELNOST?)
8.1. Pri obsahu hydrochinénu 2 % nesmie rozdiel medzi vysledkami dvoch stanoveni
uskutocnenych s tou istou vzorkou za rozdielnych podmienok (rézne laboratoéria, rozni pracovnici,
rozdielne pristroje a/alebo rozdielny cas) presiahnut v absolttnej hodnote 0,37 %.

8.2. Pri obsahu monometyléteru hydrochinénu 1 % nesmie rozdiel medzi vysledkami dvoch
stanoveni uskutocnenych s tou istou vzorkou za rozdielnych podmienok (rozne laboratoéria, rézni
pracovnici, rozdielne pristroje a/alebo rozdielny ¢as) presiahnut v absoltutnej hodnote 0,21 %.

8.3. Pri obsahu monoetyléteru hydrochinénu 1 % nesmie rozdiel medzi vysledkami dvoch
stanoveni uskutocnenych s tou istou vzorkou za rozdielnych podmienok (rozne laboratoéria, rézni
pracovnici, rozdielne pristroje a/alebo rozdielny ¢as) presiahnut v absoltutnej hodnote 0,19 %.

dvoch paralelne
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8.4. Pri obsahu monobenzyléteru hydrochinénu 1 % nesmie rozdiel medzi vysledkami dvoch
stanoveni uskutoc¢nenych s tou istou vzorkou za rozdielnych podmienok (rozne laboratoria, rézni
pracovnici, rozdielne pristroje a/alebo rozdielny ¢as) presiahnut v absolutnej hodnote 0,11 %.

9. POZNAMKY

9.1. Ak sa zisti, ze obsah hydrochinénu je podstatne vyssi ako 2 %, a vyzaduje sa presné
predbezné ohodnotenie, musi sa extrakt vzorky (5.1.) zriedif na koncentraciu blizku vzorke
obsahujucej 2 % hydrochinénu a stanovenie sa zopakuje. (Na niektorych pristrojoch méze byt pri
vyssich koncentraciach hydrochinonu absorbancia mimo linearnej oblasti detektora.)

9.2. Interferencie

Popisana metéda umoznuje stanovenie hydrochinénu a jeho éterov v jednoduchom izokratickom
prevedeni. Pouzitie fenylovej kolony zabezpecuje dostatoénu retenciu hydrochinénu, ktora nemoéze
byt zarucena pri pouziti C18 kolény a popisanej mobilnej fazy. Tato metéda je citliva na ruSiace
primesi mnohych parabénov. V takychto pripadoch by sa stanovenie malo zopakovat s pouzitim
sustavy inej mobilnej fazy a stacionarnej fazy. Vhodné metody sa daju najst v odkazoch 1 a 2.
Kol6na Zorbax ODS, 4,6 mm x 25 mm alebo jej ekvivalent

Teplota 36 °C

Prietokova rychlost 1,5 ml/min

Mobilna faza pre

— Hydrochin6n metanol/voda v objemovych dieloch 5 : 95

— Monometyléter hydrochinénu metanol/voda v objemovych dieloch 30 : 70

— Monobenzyléter hydrochinénu metanol/voda v objemovych dieloch 80 : 20¢)

Kolona Spherisorb S5-ODS alebo jej ekvivalent

Mobilna faza voda/metanol v objemovych dieloch 90 : 10

Prietokova rychlost 1,5 ml/min

Tieto podmienky su vhodné pre hydrochinén.?)

38. DOKAZ A STANOVENIE OBSAHU 2-FENOXYETANOLU, 1-FENOXYPROPAN-2-OLU, METYL-,
ETYL-, PROPYL-, BUTYL- A BENZYL- 4-HYDROXYBENZOATU

(Podla smernice Komisie 96/45/ES z 2. jula 1996)

A. DOKAZ

1. ROZSAH OBLAST POUZITIA

Tato metéda urcuje postup chromatografie na tenkej vrstve (TLC), ktory v spojeni s metdédou
stanovenia obsahu popisanou v ¢asti (B.) umoznuje zistif pritomnost 2-fenoxyetanolu,
1-fenoxypropan-2-olu, metyl 4-hydroxybenzoatu, etyl 4-hydroxybenzoatu, propyl
4-hydroxybenzoatu, butyl 4-hydroxybenzoatu a benzyl 4-hydroxybenzoatu v kozmetickych
vyrobkoch.

2. PRINCIP

Konzervacné latky sa extrahuju z okyslenej vzorky kozmetického vyrobku acetonom. Acetonovy
roztok sa po filtracii zmiesa s vodou a v alkalickom prostredi sa mastné kyseliny vyzrazaju vo
forme soli vapnika. Alkalicka zmes aceténu s vodou sa extrahuje dietyléterom, ¢im sa odstrania
lipofilické latky. Po okysleni sa konzervaéné latky extrahuju dietyléterom. Alikvotna cast
dietyléterového extraktu sa nanesie v podobe Skvin na tenkovrstvovu platnu pokrytu silikagélom.
Po vyvolani platne sa ziskany chromatogram pozoruje v ultrafialovom svetle a zviditelni sa
pomocou Millonovho ¢inidla.

3. CINIDLA

3.1. VSetky ¢inidla musia mat analyticku cCistotu. Voda musi byt destilovana alebo musi mat
aspon rovnaku Cistotu.

3.2. Aceton

3.3. Dietyléter

3.4. n-pentan

3.5. Metanol

3.6. Kyselina octova, ladova

3.7. Roztok kyseliny chlorovodikovej (HCl), 4 M

3.8. Roztok hydroxidu draselného (KOH), 4 M

3.9. Dihydrat chloridu vapenatého (CaCl2.2H,0)

3.10. Detekené cinidlo

Millonovo c¢inidlo (dusicnan ortutnaty), priemyselne vyrabany komercne dostupny roztok (Fluka
69820)

3.11. 2-fenoxyetanol

3.12. 1-fenoxypropan-2-ol
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3.13. Metyl 4-hydroxybenzoat (metylparabén)

3.14. Etyl 4-hydroxybenzoat (etylparabén)

3.15. n-propyl 4-hydroxybenzoat (propylparabén)

3.16. n-butyl 4-hydroxybenzoat (butylparabén)

3.17. Benzyl 4-hydroxybenzoat (benzylparabén)

3.18. Referen¢né roztoky

Pripravia sa 0,1 % (m/V) roztoky kazdej z referen¢nych latok 3.11., 3.12., 3.13,, 3.14., 3.15., 3.16.
a 3.17. v metanole.

3.19. Vyvijacie rozpustadlo

ZmieSa sa 88 objemovych dielov n-pentanu (3.4.) s 12 objemovymi dielmi Iadovej kyseliny octovej
(3.6.).

4. PRISTROJE

Bezné laboratorne vybavenie

4.1. Vodny kupel schopny udrziavat teplotu 60 °C

4.2. Vyvijacia nadoba (nevystlana filtraénym papierom)

4.3. Zdroj ultrafialového svetla, 254 nm

4.4. Tenkovrstvové platne, 20 cm x 20 cm, vopred pokryté 0,25 mm hrubou vrstvou silikagélu
60F254, s koncentracnou zénou (Merck ¢. 11798, Darmstadt alebo ekvivalent)

4.5. Piecka schopna udrziavat teplotu az 105°C

4.6. Horucovzdusny susic vlasov

4.7. Vlneny maliarsky valec dlhy priblizne 10 cm, vonkajsi priemer priblizne 3,5 cm

Hrubka vinenej vrstvy musi byt 2 az 3 mm. Ak treba, vlna sa zastrihne podla poznamky 5.2.

4.8. Sklené skumavky s objemom 50 ml a so skrutkovacim uzaverom

4.9. Elektricka vyhrevna platna s termostatickym regulatorom teploty, nastavenie teploty priblizne
80 °C

Hortuca platna musi byt zakryta hlinikovou platriou s rozmermi 20 cm x 20 cm a hrabkou asi 6
mm, vdaka ktorej sa ziska rovnomerné rozlozenie tepla.

5. POSTUP

5.1. Priprava vzorky

Odvazi sa priblizne 1 g vzorky v 50 ml skimavke so skrutkovacim uzaverom (4.8.). Pridaju sa 4
kvapky roztoku kyseliny chlorovodikovej (3.7.) a 40 ml acetonu. V pripade silne zasaditych
kozmetickych vyrobkov, ako je toaletné mydlo, je potrebné pridat 20 kvapiek roztoku kyseliny
chlorovodikovej. Skiimavka sa uzavrie, zmes sa pomaly ohreje priblizne na 60 °C, ¢im sa ulahci
extrakcia konzervaénych latok do aceténovej fazy, a 1 minutu sa silno trasie. Zmeria sa pH
roztoku lakmusovym papierikom a pomocou roztoku kyseliny chlorovodikovej sa pH roztoku
upravi na hodnotu <3. Znova sa 1 minutu silno trasie. Roztok sa ochladi na laboratéornu teplotu a
prefiltruje sa cez filtraény papier do kuzelovej banky. 20 ml filtratu sa prenesie do 200 ml
kuzelovej banky, prida sa 60 ml vody a premiesa sa. Pomocou hydroxidu draselného (3.8.) sa pH
upravi priblizne na hodnotu 10 a pouzije sa pritom lakmusovy papierik. Prida sa 1 g dihydratu
chloridu vapenatého (3.9.) a silno sa potrasie. Roztok sa prefiltruje cez filtra¢ny papier do 250 ml
separacného lievika, ktory obsahuje 75 ml dietyléteru, a 1 minutu sa silno trasie. Pocka sa, kym
sa fazy oddelia, a odoberie sa vodna vrstva do 200 ml kuzelovej banky. Pomocou roztoku kyseliny
chlorovodikovej sa pH roztoku upravi pribliZzne na hodnotu 2 a pouzije sa pritom lakmusovy
papierik. Potom sa prida 10 ml dietyléteru a 1 minutu sa silno trasie. Pocka sa, kym sa fazy
oddelia, a priblizne 2 ml z dietyléterovej vrstvy sa prenesu do vzorkovnice s objemom 5 ml.

5.2. Chromatografia v tenkej vrstve (TLC)

TLC platna (4.4.) sa polozi na ohriatu hlinikova platiiu (4.9.). 10 ul z kazdého referenéného
roztoku (3.18.) a 100 ul roztoku vzorky (5.1.) sa aplikuje na Startovil ¢iaru v koncentracnej zone
TLC platne. Ak sa to vyzaduje, je mozné kvoli ulahéeniu odparovania rozpustadla pouzit prud
vzduchu. TLC platna sa zlozZi z ohrievacej platne a necha sa vychladnut na laboratérnu teplotu.
100 ml vyvolavacieho rozpustadla (3.19.) sa prenesie do vyvijacej komory (4.2.). TLC platna sa
rychlo vlozi do nenasytenej komory a vyvija sa pri laboratornej teplote dovtedy, kym celo
rozpustadla nedosiahne vzdialenost asi 15 cm od Startovej ¢iary. Platna sa vyberie z vyvijacej
komory a vysusi sa v prude horticeho vzduchu pomocou hortacovzdusného susica na vlasy. Platna
sa preskiima v ultrafialovom svetle (4.3.) a vyznacéi sa poloha Skvin. Platna sa zohrieva 30 minut v
piecke (4.5.) pri teplote 100 °C, ¢im sa odstrani nadbytoc¢na kyselina octova. Konzervacné latky sa
vizualizuju na chromatograme pomocou Millonovho c¢inidla (3.10.) tak, Ze sa do cinidla ponori
maliarsky valec (4.7.) a prechadza sa nim po TLC platni, kym sa rovnhomerne nenavlhéi. Skvrny je
mozné alternativne vizualizovat opatrnym kvapnutim jednej kvapky Millonovho ¢inidla na kazdua
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zo Skvin vyznacenu v ultrafialovom svetle. Estery kyseliny 4-hydroxybenzoovej sa objavia ako
cervené Skvrny, 2-fenoxyetanol a 1-fenoxypropan-2-ol ako ZIté sSkvrny. Treba poznamenat, Ze
samotna kyselina 4-hydroxybenzoova, ktora méze byt pritomna vo vzorkach ako konzervaéna latka
alebo ako produkt rozkladu parabénov, sa tieZ mozZe javit ako ¢ervena skvrna, pozri 7.3. a 7.4.

6. DOKAZ

Pre kazdu Skvrnu sa vypoéita hodnota R, Skvrny ziskané z roztoku vzorky sa porovnaju so

Skvrnami ziskanymi z referenc¢nych roztokov vzhladom na ich hodnoty R, ich spravanie v

ultrafialovom ziareni a farbu po vizualizacii. Sformuluju sa predbezné zavery o identite
konzervaénych latok. Ak sa ukaze, Ze v roztoku su pritomné parabény, mal by sa vykonat postup
HPLC popisany v ¢asti (B.). Kv6li potvrdeniu pritomnosti 2-fenoxyetanolu, 1-fenoxypropan-2-olu a
parabénov sa vysledky metody chromatografie v tenkej vrstve (TLC) a metody vysokoucinnej
kvapalinovej chromatografie (HPLC) skombinuju.

7. POZNAMKY

7.1. V dosledku toxicity Millonovho ¢inidla je najlepSie aplikovat toto ¢inidlo jednym z uvedenych
postupov. Neodporuca sa rozprasovat ho.

7.2. Aj iné zluceniny obsahujuce hydroxylové skupiny moézu pri reakcii s Millonovym cinidlom
davat farebnu reakciu. Tabulku farieb a hodnot Rgziskanych TLC postupom pre niektoré
konzervaéné latky je mozné najst v publikacii.?)

7.3. Hodnoty R, uvedené v nasledujucej tabulke, sluzia ako indikacia hodnot, ktoré je mozné
ziskat.

Zlucenina R, Farba
Kyselina 4-hydroxybenzoova 11 cervena
Metylparabén 12 cervena
Etylparabén 17 cervena
Propylparabén 21 cervena
Butylparabén 26 cervena
Benzylparabén 16 cervena
2-fenoxyetanol 29 zIta

1 -fenoxypropan-2-ol 50 ZIta

7.4. Medzi kyselinou 4-hydroxybenzoovou a metylparabénom alebo medzi benzylparabénom a
etylparabénom nepride k separacii. Pritomnost tychto zluc¢enim by sa mala potvrdit pomocou
metody HPLC popisanej v casti (B.) a porovnanim retencnych casov vzorky s reten¢nymi casmi
Standardnych roztokov.

B. STANOVENIE

1. ROZSAH A OBLAST POUZITIA

Tato metoda urcéuje postup stanovenia 2-fenoxyetanolu, 1-fenoxypropan-2-olu, metyl
4-hydroxybenzoatu, etyl 4-hydroxybenzoatu, propyl 4-hydroxybenzoatu, butyl 4-hydroxybenzoatu
a benzyl 4-hydroxybenzoatu v kozmetickych vyrobkoch.

2. DEFINICIA

Mnozstva konzervaénych latok stanovené touto metédou su vyjadrené v hmotnostnych
percentach.

3. PRINCIP

Vzorka sa okysli pridanim kyseliny sirovej a potom sa rozptyli v zmesi etanolu a vody. Po pomalom
ohriati tejto zmesi na teplotu, pri ktorej sa roztopi faza lipidov, ¢im sa podpori kvantitativna
extrakcia, sa zmes prefiltruje. Mnozstvo konzervaénych latok vo filtrate sa stanovi metédou HPLC s
obratenou fazou, pricom ako vnutorny standard sa pouzije izopropyl 4-hydroxybenzoat.

4. CINIDLA

4.1. VSetky c¢inidla musia byt analyticky cisté a podla potreby musia byt vhodné pre metédu HPLC,
voda musi byt destilovana alebo musi mat aspon rovnaku cistotu.

4.2. Etanol, absolutny

4.3. 2-fenoxyetanol

4.4. 1-fenoxypropan-2-ol

4.5. Metyl 4-hydroxybenzoat (metylparabén)
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4.6. Etyl 4-hydroxybenzoat (etylparabén)

4.7. n-propyl 4-hydroxybenzoat (propylparabén)
4.8. Izopropyl-4-hydroxybenzoat (izopropylparabén)
4.9. n-butyl 4-hydroxybenzoat (butylparabén)

4.10. Benzyl 4-hydroxybenzoat (benzylparabén)
4.11. Tetrahydrofuran

4.12. Metanol

4.13. Acetonitril

4.14. Roztok kyseliny sirovej (H,SO,), 2 M

4.15. Zmes etanolu a vody — zmieSa sa 9 objemovych dielov etanolu (4.2.) a 1 objemovy diel vody.
4.16. Vnutorny Standardny roztok

Presne sa odvazi priblizne 0,25 g izopropylparabénu (4.8.), prenesie sa do 500 ml odmernej banky,
rozpusti sa a doplni sa do plného objemu zmesou etanolu a vody (4.15.).

4.17. Mobilna faza - zmes tetrahydrofuranu, vody, metanolu a acetonitrilu

ZmieSa sa 5 objemovych dielov tetrahydrofuranu, 60 objemovych dielov vody, 10 objemovych
dielov metanolu a 25 objemovych dielov acetonitrilu.

4.18. Zasobny roztok konzervacnej latky

Presne sa odvazi priblizne 0,2 g 2-fenoxyetanolu, 0,2 g 1-fenoxypropan-2-olu, 0,05 g
metylparabénu, 0,05 g etylparabénu, 0,05 g propylparabénu, 0,05 g butylparabénu a 0,025 g
benzylparabénu v 100 ml odmernej banke, rozpusti sa a doplni sa po znacku zmesou etanolu a
vody. Roztok ulozeny v chladnicke zostane stabilny jeden tyzden.

4.19. Standardné roztoky konzerva¢nych latok

Do 50 ml odmernych baniek sa postupne prenesie 20 ml, 10 ml, 5 ml, 2 ml a 1 ml zasobného
roztoku (4.18.). Do kazdej odmerky sa prida 10 ml vnutorného Standardného roztoku (4.16.) a 1
ml roztoku kyseliny sirovej (4.14.) a doplni sa po znacku zmesou etanolu a vody. Tieto roztoky by
mali byt ¢erstvo pripravené.

5. PRISTROJE

Bezné laboratorne vybavenie

5.1. Vodny kupel schopny udrziavat teplotu 60 °C + 1-C

5.2. Vykonny kvapalinovy chromatograf s ultrafialovym detektorom, vinova dizka 280 nm

5.3. Analyticka kolona — nerezova ocel, 25 cm x vnutorny priemer 4,6 mm (alebo 12,5 cm x
vnutorny priemer 4,6 mm), plnena Nucleosilom 5C18 alebo ekvivalentnou latkou (10.1.)

5.4. 100 ml sklené skiimavky so skrutkovacim uzaverom

5.5. Varné kamienky, karborundum, velkost 2 azZ 4 mm alebo ekvivalentné

6. POSTUP

6.1. Priprava vzorky

6.1.1. Priprava vzorky bez pridania vnutorného standardného roztoku

Odvazi sa priblizne 1 g vzorky v 100 ml skiimavke so skrutkovacim uzaverom. Pipetou sa prenesie
do skiimavky 1 ml roztoku kyseliny sirovej (4.14.) a 50 ml zmesi etanolu a vody (4.15.). Prida sa
priblizne 1 g varnych kamienkov (5.5.), skiimavka sa uzavrie a silno sa trasie dovtedy, kym sa
neziska homogénna suspenzia. Trasie sa najmenej 1 minuatu. Kvoli ulahceniu extrakcie
konzervaénych latok do etanolovej fazy sa vlozi skumavka asi na 5 minut do vodného kupela (5.1.)
udrziavaného na teplote 60 °C + 1°C. Skuimavka sa rychlo ochladi pridom studenej vody a extrakt
sa ulozi na 1 hodinu do chladnic¢ky. Extrakt sa prefiltruje cez filtracny papier. PribliZzne 2 ml
filtratu sa prenesu do vzorkovnice s objemom 5 ml. Extrakt sa ulozZi do chladni¢ky a do 24 hodin
sa stanovi obsah metodou HPLC.

6.1.2. Priprava vzorky s pridanim vnutorného standardu

S presnostou na 3 desatinné miesta sa odvazi 1 g 0,1 g vzorky a prenesie do 100 ml skumavky so
skrutkovacim uzaverom. Do skumavky sa pipetou prenesie 1 ml roztoku kyseliny sirovej a 40 ml
zmesi etanolu a vody. Prida sa priblizne 1 g varnych kamienkov (5.5.) a presne 10 ml roztoku
vnutorného Standardu. Skumavka sa uzavrie a silno sa trasie dovtedy, kym sa neziska homogénna
suspenzia. Trasie sa najmenej 1 minutu. Kvoli ulahceniu extrakcie konzervacnych latok do
etanolovej fazy sa skumavka vlozi asi na 5 minut do vodného kupela udrziavaného na teplote 60 °C
+ 1 °C. Skumavka sa rychlo ochladi pridom studenej vody z vodovodu a extrakt sa ulozi na 1
hodinu do chladni¢ky. Extrakt sa prefiltruje cez filtraény papier. Priblizne 2 ml filtratu sa prenesu
do vzorkovnice s objemom 5 ml (testovaci roztok). Extrakt sa ulozi do chladnicky a do 24 hodin sa
stanovi obsah metédou HPLC.

6.2. Vysokoucéinna kvapalinova chromatografia (HPLC)

6.2.1. Chromatografické podmienky
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Mobilna faza tetrahydrofuran/voda/metanol/acetonitril (4.17.)

Prietok 1,5 ml/min

Detekéna vinova dizka 280 nm

6.2.2. Kalibracia

Nadavkuje sa 10 ul kazdého zo standardnych roztokov konzervacnych latok (4.19.). Zo ziskanych
chromatogramov sa stanovia pomery vysok pikov Standardnych roztokov konzervac¢nych latok k
vyske piku vnutorného Standardu. Zostroji sa krivka kazdej konzervaénej latky, vyjadrujuca vztah
medzi tymito pomermi a koncentraciami Standardnych roztokov.

6.2.3. Stanovenie

Do chromatografu sa nadavkuje 10 1 roztoku vzorky bez vnutorného Standardu (6.1.1.) a vyhotovi
sa chromatogram. Nadavkuje sa 10 ul jedného zo Standardnych roztokov konzervacnych latok
(4.19.) a vyhotovi sa chromatogram. Ziskané chromatogramy sa porovnaju. Ak sa na
chromatograme extraktu vzorky (6.1.1.) nenachadza ziadny pik s priblizne rovnakym reten¢nym
Ccasom, aky ma izopropylparabén (odporiicany vnutorny Standard), pokracuje sa a vstrekne sa 10
ul roztoku vzorky s vnutornym Standardom (6.1.2.). Vyhotovi sa chromatogram a odmeraju sa
vySky pikov. Ak sa na chromatograme roztoku vzorky pozoruje rusivy pik s priblizne rovnakym
retenénym ¢asom, aky ma izopropylparabén, mal by sa vybrat iny vnutorny Standard. Ak jedna zo
skumanych konzervacnych latok nie je v chromatograme vzorky pritomna, tato konzervacna latka
sa moéze pouzit ako alternativny vnutorny Standard. Vypocéitaju sa pomery vySok pikov
stanovovanych konzervacnych latok k vyske piku vnutorného sStandardu. Je potrebné sa
presvedcit, Ze pre Standardné roztoky pouzité pocas postupu kalibracie je odozva linearna. Je
potrebné sa presved¢it, ¢i chromatogramy ziskané pre Standardny roztok a roztok vzorky splnaja
poziadavky:

— Separacia pikov, najhorsie separovanej dvojice musi byt najmenej 0,90 (obrazok ¢. 1).
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Obrazok ¢. 1: Vymedzenie rozliSenia pikov

Ak pozadovana separacia nebola dosiahnuta, pouzije sa citlivejSia kolona alebo sa upravuje
zloZzenie mobilnej fazy dovtedy, kym sa tato poziadavka nesplni.

- Hodnota faktora asymetrie vsetkych ziskanych pikov A, by mala byt v rozsahu od 0,9 do 1,5
(obrazok ¢. 2). Kvoli vyhotoveniu chromatogramu potrebného na urcenie hodnoty faktora
asymetrie sa odporuca nastavit rychlost posuvu zaznamového papiera najmenej na 2 cm/minutu.

A
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Obrazok ¢. 2: Vymedzenie koeficientu asymetrie piku (musi sa ziskat vyrovnana zakladna ¢iara —

,base line®)

7. VYPOCET

Na vypocet koncentracie konzervacnych latok v roztoku vzorky sa pouzije kalibracna krivka

(6.2.2.) a pomery vysok pikov stanovovanych konzervacnych latok k vyske piku vnutorného
etyl

Standardu. Obsah 2-fenoxyetanolu, 1-fenoxypropan-2-olu, metyl 4-hydroxybenzoatu,
4-hydroxybenzoatu, propyl 4-hydroxybenzoatu, butyl 4-hydroxybenzoatu a  benzyl
4-hydroxybenzoatu, w,, sa vyjadri ako hmotnostné percenta (% m/m) podla vzorca

% W, = :
200xa

kde
b, je koncentracia i-tej konzervacnej latky v testovacom roztoku odcitana z kalibracnej krivky v

mikrogramoch na mililiter,
a je hmotnost testovacieho roztoku v gramoch.

8. OPAKOVATELNOST?)
Podla poznamky 10.5.

9. REPRODUKOVATELNOST?)
Podla poznamky 10.5.

10. POZNAMKY

10.1. Stacionarna faza
Retencné spravanie roztokov pri stanovovani obsahu metéodou HPLC je silne zavislé od typu,

znacky a historie stacionarnej fazy. Zaver o tom, ¢i je mozné pouzit niektoru kolénu na separaciu
stanovovanych konzervaénych latok, mozno urobit na zaklade vysledkov ziskanych pre Standardné
roztoky (6.2.3.). Ukazalo sa, ze okrem navrhovanych plniacich materialov si1 vhodné aj Hypersil
ODS a Zorbax ODS. Kvo6li dosiahnutiu poZzadovanej separacie je alternativne mozné optimalizovat

odporucané zlozenie mobilnej fazy.
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10.2. Detekéna vinova dizka

Test robustnosti popisanej metédy ukazal, Ze i velmi mala zmena detekénej vlnovej dizky moze mat
vyznamny vplyv na vysledky stanovenia obsahu. Preto sa tento parameter musi v priebehu analyzy
starostlivo kontrolovat.

10.3. Interferencie

Aj mnohé iné zluceniny, ako su konzervacné latky a kozmetické prisady, sa v podmienkach
popisanych v tejto metode tiez eluuju. Retencné casy velkého poctu konzervacnych latok su
uvedeneé v publikacii.?)

10.4. Na ochranu analytickej kolony je mozné pouzit vhodnu predkolonu.

10.5. Tato metoda bola preskiisana formou spoloéne vykonavanych experimentalnych skusok, na
ktorych sa zucastnilo devat laboratérii. Boli analyzované tri vzorky. V nasledujicej tabulke su pre
kazda z troch vzoriek uvedené zistené hodnoty koncentracie v hmotnostnych percentach (m),
opakovatelnosti (r), reprodukovatelnosti (R) pre tie analyzované latky, ktoré tieto vzorky
obsahovali.

2
ﬁil
= 5 - = =
Vzorka é 5‘ “% £ % fE %
3| 2| £ £ E| £
E | & | E | 2| §| & | &
3 — = = e = -
Vitaminovv krém
m 1.124 0,250 | 0.0628 | 0,031 | 0,0906
T 0.016 0018 | 00035 | 00028 | 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
Masazny krém
m 0.806 0,180 (0.148 0,152
T 0.067 0034 | 0.013 | 0015
R 0112 0,078 0,012 0.016
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Priloha ¢. 3

k nariadeniu vlady ¢. 348/2004 Z. z.

ZOZNAM preberanych pravnych aktov Eurépskych spolocenstiev a Europskej unie

1. Prva smernica Eur6pskej komisie 80/1335/EHS z 22. decembra 1980 o aproximacii pravnych
predpisov clenskych Statov tykajucich sa analytickych metoéd potrebnych na kontrolu zlozenia
kozmetickych vyrobkov (Uradny vestnik Eurépskych spolocenstiev L 383, 31. 12. 1980) v zneni
smernice Eurépskej komisie 87/143/EHS z 10. februara 1987 (Uradny vestnik Eurépskych
spolocenstiev L 57, 27. 2. 1987)

2. Druha smernica Eurdopskej komisie 82/434/EHS zo 14. maja 1982 o aproximacii pravnych
predpisov clenskych Statov tykajucich sa analytickych metoéd potrebnych na kontrolu zlozenia
kozmetickych vyrobkov (Uradny vestnik Eurépskych spolocenstiev L 185, 30. 6. 1982) v zneni
smernice Europskej komisie 90/207/EHS zo 4. aprila 1990 (Uradny vestnik Eurépskych
spolocenstiev L 108, 28. 4. 1990)

3. Tretia smernica Europskej komisie 83/514/EHS z 27. septembra 1983 o aproximacii pravnych
predpisov clenskych Statov tykajucich sa analytickych metoéd potrebnych na kontrolu zlozenia
kozmetickych vyrobkov (Uradny vestnik Eurépskych spolocenstiev L 291, 24. 10. 1983)

4. Stvrta smernica Eurépskej komisie 85/490/EHS z 11. oktobra 1985 o aproximacii pravnych
predpisov clenskych Statov tykajucich sa analytickych metoéd potrebnych na kontrolu zlozenia
kozmetickych vyrobkov (Uradny vestnik Eurépskych spolocenstiev L 295, 7. 11. 1985)

5. Piata smernica Europskej komisie 93/73/EHS z 9. septembra 1993 o aproximacii pravnych
predpisov clenskych Statov tykajucich sa analytickych metoéd potrebnych na kontrolu zlozenia
kozmetickych vyrobkov (Uradny vestnik Eurépskych spolocenstiev L 231, 14. 9. 1993)

6. Siesta smernica Eur6pskej komisie 95/32/ES zo 7. jula 1995 o aproximacii pravnych predpisov
clenskych statov tykajucich sa analytickych metod potrebnych na kontrolu zlozenia kozmetickych
vyrobkov (Uradny vestnik Eurépskych spoloc¢enstiev L 178, 28. 7. 1995)

7. Siedma smernica Europskej komisie 96/45/ES z 2. jula 1996 o aproximacii pravnych predpisov
clenskych statov tykajucich sa analytickych metod potrebnych na kontrolu zlozenia kozmetickych
vyrobkov (Uradny vestnik Eurépskych spolocenstiev L 213, 22. 8. 1996)

Smernice Komisie su prelozené do slovenského jazyka; do uradného prekladu v slovenskom jazyku
mozno nazriet v sidle Institatu pre aproximaciu prava Uradu vlady Slovenskej republiky, Namestie
slobody 1/29, Bratislava.
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1) § 26 ods. 1 pism. a) zakona Narodnej rady Slovenskej republiky ¢. 272/1994 Z. z. o ochrane
zdravia Iudi v zneni zakona ¢. 578/2003 Z. z.

2) STN ISO 5725-1 Presnost (spravnost a zhodnost) metod a vysledkov merania. Cast 1: VSseobecné
zasady a definicie, STN ISO 5725-2 Presnost (spravnost a zhodnost) metéd a vysledkov merania.
Cast 2: Zakladna metoda stanovenia opakovatelnosti a reprodukovatelnosti normalizovanej
metody merania, STN ISO 5725-3 Presnost (spravnost a zhodnost) metéd a vysledkov merania.
Cast 3: Medzilahlé miery zhodnosti normalizovanej metédy merania, STN ISO 5725-4 Presnost
(spravnost a zhodnosf) metéd a vysledkov merania. Cast 4: Zakladné metody stanovenia
spravnosti normalizovanej metody merania, STN ISO 5725-5 Presnost (spravnost a zhodnosf)
metod a vysledkov merani. Cast 5: Alternativne metody stanovenia zhodnosti normalizovanej
metody merania, STN ISO 5725-6 Presnost (spravnost a zhodnost) metéd a vysledkov merania.
Cast 6: Pouzitie hodnot mier presnosti v praxi.

3) Vyhlaska Ministerstva zdravotnictva Slovenskej republiky ¢. 156/2004 Z. z., ktorou sa
ustanovuju poziadavky na kozmetické vyrobky.

4) Fieser, Reagents for Organic Synthesis, Wiley, 1967.
5) Fales, H. M.; Jaouni, T. M.; Babashak, J. F. Analyt. Chem. 1973, 45, 2302.

6) M. Herpol-Borremans a M. O. Masse, Identification et dosage de lhydroquinone et de ses éthers
méthylique et benzylique dans le produits cosmétiques pour blanchir la peau. (Identifikacia a
stanovenie hydrochinonu a jeho metyl- a benzyléteru v kozmetickych vyrobkoch na zosvetlovanie
pleti) Int. J. Cosmet. Sci. (1986), 8, 203 - 214.

7) J. Firth and I. Rix, Determination of hydroquinone in skin toning creams, Analyst (1986), 111,
p- 129.

8) N. de Kruijf, M. A. H. Rijk, L. A. Pranato-Soetardhi a A. Schouten, Stanovenie obsahu
konzervacénych latok v kozmetickych vyrobkoch I, Postup chromatografie v tenkej vrstve pre
potreby zistenia pritomnosti konzervaénych latok, J. Chromatography (1987), 410, 395 - 411.

9) N. de Kruijf, M. A. H. Rijk, L. A. Pranato-Soetardhi a A. Schouten, Stanovenie obsahu
konzervacnych latok v kozmetickych vyrobkoch II, Zistenie pritomnosti vykonnou kvapalinovou
chromatografiou, J. Chromatography (1989), 469, 317 — 398.
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