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ZPRAVY A SDELENI

ANALYTICKE METODY
KONTROLY SLOZENI KOSMETICKYCH PROSTREDKU

C.j. HEM-300-30.5.01-14876
Ref.: Ing. Ludmila Bezpalcova, MUDr. Dagmar Jirova

Ministerstvo zdravotnictvi na zakladé § 80 odst. 2 zakona ¢. 258/2000 Sb., o ochrané
vetejného zdravi a 0 zméné nékterych souvisejicich zakond, stanovi

analytické metody kontroly slozeni kosmetickych prostredka'"”

Obsah

Smérnice komise 80/1335/EHS

- odbér vzorku kosmetickych prostiedkd,

- ptiprava vzorki v laboratofi,

- kvalitativni a kvantitativni stanoveni volného hydroxidu sodného a draselného,

- kvantitativni a kvalitativni stanoveni kyseliny Stavelové a jejich alkalickych soli
v prostfedcich urcenych pro péci o vlasy,

- kvantitativni stanoveni chloroformu v zubnich pastach,

- kvantitativni stanoveni zinku,

- kvalitativni a kvantitativni stanoveni 4-hydroxybenzensulfonové kyseliny,

Smérnice komise 82/434/EHS

- kvalitativni stanoveni oxidacnich c¢inidel a kvantitativni stanoveni peroxidu vodiku
v prostiedcich urcenych pro péci o vlasy,

- kvalitativni a semikvantitativni stanoveni ur¢itych oxidacnich barviv v barvach na vlasy,

- kvalitativni a kvantitativni stanoveni dusitantl,

- kvantitativni stanoveni resorcinolu v Samponech a vlasovych lotionech,

- kvantitativni stanoveni methanolu vzhledem k ethanolu nebo propan-2-olu,

Dopln¢k 90/207/EHS ke Smérnici komise 82/1335/EHS
- kvalitativni a kvantitativni stanoveni volného formaldehydu,

Smérnice komise 83/514/EHS

- kvantitativni stanoveni dichlormethanu a 1,1,1-trichlorethanu,

- kvalitativni a kvantitativni stanoveni chinolin-8-olu a bis(chinolin-8-ol)-sulfatu,

- kvantitativni stanoveni amoniaku,

- kvalitativni a kvantitativni stanoveni nitromethanu,

- kvalitativni a kvantitativni stanoveni kyseliny thioglykolové (sulfanyloctové) v prostiedcich
k trvalé ondulaci, k rovnani vlasti a v prostfedcich k depilaci,

- kvalitativni a kvantitativni stanoveni hexachlorofenu (INN),

- kvantitativni stanoveni tosylchloramidu sodného (INN),

' Tyto metody jsou prevzaty ze smérnice EU ¢. 80/1335/EHS a jejich doplitki.




- kvantitativni stanoveni celkového obsahu fluoru v zubni pasté,
- kvalitativni a kvantitativni stanoveni organickych sloucenin rtuti,
- kvantitativni stanoveni alkalickych sulfidt a sulfidi kovi alkalickych zemin,

Smérnice komise 85/490/EHS

- kvalitativni a kvantitavni stanoveni 2,3-dihydroxypropyl-4-aminobenzoatu,

- kvantitativni stanoveni chlorbutanolu,

- kvalitativni a kvantitativni stanoveni chininu,

- kvalitativni a kvantitativni stanoveni anorganickych sifi¢itanti a hydrogensificitant,
- kvalitativni a kvantitativni stanoveni chlore¢nant alkalickych kov,

- kvalitativni a kvantitativni stanoveni jodi¢nanu sodného,

Smérnice komise 93/73/EHS

- kvalitativni a kvantitativni stanoveni dusi¢nanu stfibrného,

- kvalitativni a kvantitativni stanoveni sulfidu selenicitého v Samponech proti lupim,

- kvantitativni stanoveni rozpustného barya a rozpustného stroncia, v pigmentech ve forme
soli nebo komplex,

- kvalitativni a kvantitativni stanoveni benzylalkoholu,

- kvalitativni stanoveni zirkonia a kvantitativni stanoveni obsahu zirkonia, hliniku a chloru
v neaerosolovych antiperspirantech,

- kvalitativni a kvantitativni stanoveni hexamidinu, dibromhexamidinu, dibrompropamidinu a
chlorhexidinu,

Smérnice komise 95/32/EHS

- kvalitativni a kvantitativni stanoveni kyseliny benzoové, kyseliny 4-hydroxybenzoové,
kyseliny sorbové, kyseliny salicylové a kyseliny propionové v kosmetickych prostiedcich,

- kvalitativni a kvantitativni stanoveni hydrochinonu, hydrochinon-monomethyletheru,
hydrochinon-monoethyletheru a  hydrochinon-monobenzyletheru v kosmetickych
prostiedcich,

Smérnice komise 96/45/EHS
- kvalitativni a kvantitativni stanoveni 2-fenoxyethan-1-olu, 1-fenoxypropan-2-olu, methyl-,
ethyl-, propyl-, butyl- a benzyl-4-hydroxybenzoatu v kosmetickych prostiedcich,

ODBER VZORKU KOSMETICKYCH PROSTREDKU
(Smérnice komise 80/1335/EHS z 22. prosince 1980)

1. ROZSAH A OBLAST POUZITI

Postup odbéru vzorki kosmetickych prostfedkt je popsan s ohledem na jejich analyzy
v riznych laboratoftich.

2. DEFINICE
2.1 Zakladni vzorek:

jednotkové mnoZzstvi odebrané ze Sarze nabizené k prodeji.
2.2 Celkovy vzorek:

suma vSech zakladnich vzorkl odebranych ze Sarze téhoz Cisla.
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Laboratorni vzorek:

reprezentativni ¢ast celkového vzorku, ktera ma byt analyzovana v jednotlivych
laboratofich.

Zkusebni vzorek:

reprezentativni ¢ast laboratorniho vzorku nezbytna pro analyzu.

Obal:

predmét, ktery obsahuje vyrobek a ktery je s vyrobkem v neustalém piimém styku.
POSTUP ODBERU VZORKU

Kosmetické prostiedky musi byt odebirany v ptivodnich obalech a musi byt doruceny
do laboratore, aniz byly otevieny.

Pokud jde o kosmetické prostiedky, které jsou uvadény na trh ve velkém baleni nebo
které jsou prodavany v jinych nez ptivodnich obalech od vyrobce, mély by byt vydany
vhodné pokyny pro jejich odbér v misté pouziti nebo prodeje.

Pocet zakladnich vzorkd nezbytnych pro pfipravu laboratorniho vzorku musi byt

urcen analytickou metodou a poétem analyz, které maji byt provedeny kazdou
laboratofi.

IDENTIFIKACE VZORKU

Vzorky se na misté odbéru zapeceti a oznaci vsouladu s pravidly platnymi
v doty¢ném Clenském statu.

Kazdy odebrany zékladni vzorek se oznaci nasledujicimi informacemi:

nazev kosmetického prostiedku,

- datum, Cas a misto odbéru vzorku,

jméno osoby odpovédné za odbér vzorku,
- nazev inspektoratu.

Protokol o odbéru vzorkli musi byt vypracovan v souladu s pravidly platnymi
v doty¢ném Clenském statu.

UCHOVAVANI VZORKU

Zéakladni vzorky musi byt uchovavany v souladu s ptfipadnymi pokyny vyrobce
uvedenymi na etikete.

Nejsou-li uvedeny jiné podminky, musi byt laboratorni vzorky uchovavany v temnu
pii teploté 10 az 25 °C.

Zékladni vzorky nesmi byt do zah4jeni analyzy otevieny.

PRIPRAVA VZORKU V LABORATORI
(Smérnice komise 80/1335/EHS z 22. prosince 1980)

OBECNE

Je-li to mozné, méla by byt analyza provedena s kazdym zakladnim vzorkem. Je-li
zékladni vzorek prili§ maly, mél by byt pouzit minimalni pocet zékladnich vzork.
Pted odbérem zkusebniho vzorku by mély byt nejdiive dikladné smichany.
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Obal se otevie v inertni atmosfétfe, vyZzaduje-li to analyticka metoda, a co nejrychleji
se odebere pozadovany pocet zkusSebnich vzorkd. Poté by méla byt neprodlené
provedena analyza. Jestlize musi byt vzorek zachovan, mél by byt obal opét v inertni
atmosféfe uzavien.

Kosmetické prostitedky mohou byt v tekuté nebo tuhé formé nebo v polotuhé formé.
Jestlize dojde k oddéleni fazi piivodné homogenniho vyrobku, mél by byt vyrobek
pied odbérem zkusebniho vzorku opét zhomogenizovan.

Je-li kosmeticky prostiedek uvadén do prodeje zvlastnim zplsobem, v jehoz dusledku
nelze postupovat podle téchto pokyni, a nejsou-li dany vhodné metody zkouseni,
mize byt pfijat vlastni postup, za ptedpokladu, ze bude pisemné uveden jako soucast
protokolu o analyze.

KAPALINY

V této form¢ se mohou vyskytovat vyrobky, jako jsou olejové, lihové a vodné
roztoky, toaletni vody, lotiony nebo mléka, a mohou byt baleny ve flakonech,
lahvickach, ampulich nebo tubach.

Odbér zkuSebniho vzorku:
pred otevienim se obal prudce protiepe;
obal se otevie;

nckolik mililitrd tekutiny se pfevede do zkumavky k vizudlnimu vysetfeni jejich
vlastnosti pro ucely odbéru zkusebniho vzorku;

obal se opét uzavie, nebo

se odeberou pozadované zkusebni vzorky;
obal se peclivé uzavfe.

POLOTUHE LATKY

V této formeé se mohou vyskytovat vyrobky, jako jsou pasty, krémy, emulze a gely a
mohou byt baleny v tubach, v plastovych lahvi¢kach nebo kelimcich.

Odbér zkuSebniho vzorku:

Obaly s uzkym hrdlem: Odstrani se alespon prvni centimetr prostiedku. Vytlaci se
zkuSebni vzorek a obal se ihned uzavie.

Obaly se Sirokym hrdlem: Rovnomémné se seSkrabne horni vrstva. Odebere se
zkuSebni vzorek a obal se ihned uzavte.

TUHE LATKY

V této formé¢ se mohou vyskytovat vyrobky, jako jsou sypké pudry, kompaktni pudry,
ty¢inky a mohou byt baleny v Siroké Skale obalii.

Odbér zkusSebniho vzorku:

Sypké pudry: Pred odzatkovanim nebo otevienim se obal prudce protiepe. Obal se
otevie a odebere se zkusebni vzorek.

Kompaktni pudry nebo tyCinky: Rovnomérné se seskrdbne horni vrstva. Ze spodni
vrstvy se odebere zkuSebni vzorek.

PROSTREDKY V OBALECH NA AEROSOLY (,,acrosolové rozprasovace®)

Tyto vyrobky jsou definovany v ¢lanku 2 smérnice Rady 75/324/EHS ze dne
20. kvétna 1975%.

2 Ut vést. &. L 147, 9. 6. 1975, s. 40.
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ZkuSebni vzorek:

Po dtikladném protiepani se pomoci vhodné spojky (viz obrazek 1: ve specifickych
pripadech miize byt v analytické metodé¢ pozadovano pouziti jiné spojky) prevede
reprezentativni mnozstvi obsahu aerosolového rozpraSovace do sklenéné lahve
potazené vrstvou z plastu (obrdzek 4) a opatfené aerosolovym ventilem, avSak bez
vytlacné trubicky. Pti prevadéni do lahve smétuje ventil dold. Pii pfevadéni je obsah
dobrte viditelny. Existuji Ctyfi moznosti:

Aerosolovy prostiedek ve formé homogenniho roztoku, ktery lze pfimo analyzovat.

Aerosolovy prostfedek sestava ze dvou kapalnych fazi. Kazdad z fazi mize byt
analyzovana po oddéleni spodni faze do druhé lahve. V tomto pfipadé sméfuje doli
ventil prvni lahve. V takovém ptipad¢ byva spodni faze vodna a neobsahuje hnaci
plyn (napf. butan/vodu).

Aerosolové prostiedky obsahujici suspenzi pudru. Kapalnou fazi Ize analyzovat po
odd¢leni pudru.

Prosttedky ve formé pény nebo krému: Do lahve se nejdiive piesné navazi 5 az 10 g
2-methoxyethanolu. Tato latka zabrani pénéni pii odplynéni, a tak je mozné vypudit
hnaci plyny, aniz by doslo ke ztrat¢ kapaliny.

Pomuicky

Spojka (obrazek 1) je vyrobena zduralu nebo mosazi. Je konstruovana tak, aby
prostednictvim polyethylenového adaptéru vyhovovala riznym systémim ventilt.
Na obrazku je uveden piiklad; Ize pouzit jiné spojky (viz obrazky 2 a 3).

Lahev (obrazek 4) je vyrobena z bilého skla a zvnéjSku je potazena ochrannou
vrstvou prihledného plastu. Ma objem 50 az 100 ml. Je opatfena aerosolovym
ventilem bez vytlaéné trubicky.

Postup

Aby bylo mozné ptevést dostatecné mnozstvi vzorku, musi byt zlahve vypuzen
vzduch. Za timto UuCelem se do lahve zavede pfes spojku asi 10 ml
dichlordifluormethanu nebo butanu (podle aerosolového prostiedku, ktery ma byt
zkouman) a poté se provede odplynéni az do zmizeni kapalné faze, pficemz ldhev
s ventilem sméfuje vzhiru. Spojka se sejme. Lahev se zvazi (,,a* grami). Aerosolovy
rozprasovac, z néhoz ma byt odebran vzorek, se prudce protfepe. Spojka se pfipoji na
ventil obalu s aerosolem, ktery mé byt odebran, (obal je orientovan ventilem vzhiru),
ke spojce se pripoji lahev (hrdlem doltl) a zatlaci se na ni. Lahev se naplni asi ze dvou
tretin. Jestlize prevadéni ustane kvuli vyrovnani tlakt, mize byt obnoveno
zchlazenim lahve. Spojka se sejme, naplnéna lahev se zvazi (,,b* gramt) a stanovi se
hmotnost pfevedeného vzorku aerosolu m; (m; = b — a).

Takto ziskany vzorek Ize pouzit:

1. k obvyklé chemické analyze,

2. k analyze te¢kavych slozek plynovou chromatografii.

Chemicka analyza

S lahvi udrzovanou ventilem vzhuru se postupuje dale nasledujicim zptisobem:

- z lahve se vypudi plyn; jestlize pfitom dochazi k pénéni, pouzije se ldhev, do které
bylo stfikackou ptes spojku predem zavedeno piesné zvazené mnozstvi 2-
methoxyethanolu (5 az 10 g);

- na vodni lazni pti 40 °C se tfepanim odstrani tékavé slozky, aniz by doSlo ke
ztratam vzorku;
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- lahev se znovu zvazi (,,c“ gramil), aby se stanovila hmotnost zbytku m, (m, = ¢ — a);
(Poznamka: pti vypoctu hmotnosti zbytku se odecte hmotnost piipadného pouzitého
mnozstvi 2-methoxyethanolu);

- sejmutim ventilu se lahev otevie;
- zbytek se kvantitativné rozpusti ve znamém mnozstvi vhodného rozpoustédla;
- s alikvotnim podilem se provede pozadovana analyza.
Vzorce pro vypocet:
_rxm, R xP

m 00

kde:
m; = hmotnost acrosolu odebraného do lahve,
m, = hmotnost zbytku po zahtivani pii 40 °C,

r=  obsah jednotlivé latky ve zbytku m,, vyjadieny v procentech (stanoveny
vhodnou metodou),

R = obsah jednotlivé latky v odebraném aerosolu, vyjadieny v procentech,
Q= celkova hmotnost jednotlivé latky v aerosolovém rozpraSovaci,
= Cistd hmotnost ptivodniho aerosolového rozprasovace (zakladni vzorek).
Analyza tekavych slozek plynovou chromatografii
Princip

Pomoci stiikacky pro plynovou chromatografii se z lahve odebere dostatecné
mnozstvi vzorku. Obsah stiikacky se nastfikne do plynového chromatografu.

Pomiticky

Ptesna sttikacka pro plynovou chromatografii fady A2 na 25 pl az 50 pl (obrazek 5)
nebo rovnocenna stiikacka. Tato stfikacka je vybavena posuvnym ventilem na konci
jehly. Stiikacka je spojend s lahvi spojkou nasazenou na lahvi a polyethylenovou
trubickou nasazenou na injek¢ni stfikacce (délka 8 mm, vnitini pramér 2,5 mm).

Postup

Po pievedeni dostate¢ného mnozstvi aerosolového vyrobku do lahve se zplisobem
popsanym v bod¢ 5.4.2.2 ptipevni k lahvi kénicky konec stiikacky. Otevie se ventil a
nasaje se dostatecné mnozstvi kapaliny. Nékolikerym posunutim pistu se odstrani
bublinky plynu (stfikacka se podle potieby ochladi). Kdyz je ve stiikacce dostatecné
mnozstvi kapaliny bez bublin, ventil se uzavie a stiikacka se odpoji od lahve. Nasadi
se jehla, sttikacka se vlozi do vsttikovaciho zafizeni plynového chromatografu, otevie
se ventil a provede se néstiik.

Vnitini standard

Pokud se pozaduje pouziti vnitiniho standardu, zavede se do lahve (obycejnou
sklenénou stiikackou za pouziti spojky).
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Obrazek 2
Spojka M2
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Obrazek 3
Spojka M1

pro prevod mezi dvéma zasunovacimi ventily



Obrazek 4

Lahev
0 objemu 50 az 100 ml
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Obrazek 5

Stiikacka pro plynovou
chromatografii
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KVALITATIVNI A KVANTITATIVNI STANOVENI VOLNEHO HYDROXIDU
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SODNEHO A DRASELNEHO
(Smérnice komise 80/1335/EHS z 22. prosince 1980)

ROZSAH A OBLAST POUZITI

V metodé je uveden postup identifikace kosmetickych prosttedki obsahujicich
vyznamné mnozstvi volného hydroxidu sodného a/nebo draselného a postup
kvantitativniho  stanoveni volného hydroxidu sodného a/mebo draselného
v prostfedcich pro narovnani vlasi a v odstranovacich nehtové kuzicky.

DEFINICE

Mnozstvi volného hydroxidu sodné¢ho a draselného je dano mnozstvim odmérného
roztoku kyseliny potfebného k neutralizaci prostfedku za predepsanych podminek,
pficemz vysledné mnozstvi se vyjadii jako volny hydroxid sodny v % (m/m).

PRINCIP

Vzorek se rozpusti nebo disperguje ve vod¢ a titruje se odmeérnym roztokem kyseliny.
Soubézn¢ s pfidavanim kyseliny se zaznamendva hodnota pH; u jednoduchych
roztokti hydroxidu sodného nebo draselného je bod ekvivalence dan maximalni
rychlosti zmény zaznamenané hodnoty pH.

Jednoducha titra¢ni kiivka mize byt zkreslena za pfitomnosti

a) ¢pavku a jinych slabych organickych zasad, které samy vykazuji pomérné plochou
titracni kiivku. Cpavek se v této metod¢ odstrani odpafenim za snizeného tlaku pfi
pokojové teploté;

b) soli slabych kyselin, které mohou zpisobit, ze titraéni kfivka vykazuje nékolik
inflexnich bodt. V takovych ptipadech odpovida neutralizaci hydroxylovych ionti
pochazejicich z volného hydroxidu sodného nebo draselného pouze prvni Cast
ktivky az k prvnimu inflexnimu bodu.

V metod¢ je uveden alternativni postup titrace v alkoholu pro piipady, kdy dochazi
k intenzivni interferenci se solemi slabych anorganickych kyselin.

I kdyZ existuje teoreticka moznost, Ze by vysoké pH mohlo byt zptisobeno jinymi
rozpustnymi silnymi z&sadami, naptf. hydroxidem lithnym ¢i  kvartérnimi
amoniovymi hydroxidy, je jejich pfitomnost v téchto typech kosmetickych
prostfedkti velmi nepravdépodobna.

KVALITATIVNI STANOVENT{

Reak¢ni Cinidla

Standardni alkalicky pufracni roztok, pH 9,18 pfi 25 °C: 0,05M roztok dekahydratu
tetraboritanu sodného.

Pristroje a pomucky

Obvyklé laboratorni sklo

pH-metr

Sklenénd membranova elektroda

Standardni kalomelova referentni elektroda
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Postup

pH-metr s elektrodami se kalibruje pomoci standardniho alkalického pufracniho
roztoku. Ptipravi se 10% vodny roztok nebo vodna disperze vyrobku, ktery ma byt
analyzovan, a zfiltruje se. Zméii se pH. Je-li pH 12 nebo vyssi, musi byt provedeno
kvantitativni stanoveni.

KVANTITATIVN{ STANOVEN{

Titrace ve vodném prosti‘edi

Reakcni cinidlo

Odmérny roztok kyseliny chlorovodikové, 0,1N
Pristroje a pomiicky

Obvykl¢ laboratorni sklo

pH-metr, nejlépe se zapisovacem

Sklenéna membranova elektroda

Standardni kalomelova referentni elektroda
Postup

Do kadinky na 150 ml se ptesn€ navazi zkuSebni vzorek o hmotnosti 0,5 az 1,0 g. Je-
li ptitomen ¢pavek, prida se n€kolik varnych kamink, kadinka se vlozi do vakuového
exsikatoru a evakuuje se pomoci vodni vyvévy, dokud je patrny zapach ¢pavku (asi tii
hodiny).

Ptida se 100 ml vody, zbytek v kadince se rozpusti nebo disperguje a titruje se 0,1N
odmérnym roztokem kyseliny chlorovodikové (5.1.1.1) pficemz se zaznamenava
zména pH (5.1.2.2).

Vypocet

Na titracni kfivee se urci inflexni body. Jestlize prvni inflexni bod lezi pfi hodnoté pH
niz$i nez 7, neni ve vzorku pritomen volny hydroxid sodny nebo draselny.

Vykazuje-li titracni kiivka dva nebo vice inflexnich bodd, je pro stanoveni vyznamny
jen prvni z nich.

Zaznamena se objem titracniho roztoku az k dosazeni prvniho inflexniho bodu.

Je-li V objem titra¢niho roztoku v ml a M hmotnost zkuSebniho vzorku v gramech,
vypocte se obsah hydroxidu sodného a/nebo draselného ve vzorku vyjadieny jako
hydroxid sodny v procentech (m/m) pomoci vzorce

% = 0,4%

Miize nastat situace, kdy pfes naznaky pfitomnosti nezanedbatelného mnozstvi
hydroxidu sodného a/nebo draselného nevykazuje titracni kiivka zfetelny inflexni
bod. V takovém ptipadé je tieba stanoveni opakovat v isopropanolu.

Titrace v isopropanolu
Reakcni cinidla
Isopropanol
Vodny odmérny roztok kyseliny chlorovodikové, 1,0N

0,1N roztok kyseliny chlorovodikové v isopropanolu pfipraveny bezprostiedné pred
pouzitim ziedénim 1,0N vodného roztoku kyseliny chlorovodikové isopropanolem
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522
5221
5222
5223
5224
523

524

53

Pristroje a pomucky
Obvyklé laboratorni sklo
pH-metr, nejlépe se zapisovacem
Sklenéna membranova elektroda
Standardni kalomelova referentni elektroda
Postup

Do kadinky na 150 ml se piesn¢ navazi zkuSebni vzorek o hmotnosti 0,5 az 1,0 g. Je-
li pfitomen ¢pavek, pfida se nékolik varnych kaminkd, kadinka se vlozi do vakuového
exsikatoru a evakuuje se pomoci vodni vyveévy, dokud je patrny zépach ¢pavku (asi tii
hodiny).

Ptida se 100 ml isopropanolu, zbytek v kadince se rozpusti nebo disperguje a titruje
se 0,IN odmérnym roztokem kyseliny chlorovodikové v isopropanolu (5.2.1.3),
pri¢emz se zaznamenava zména pH (5.2.2.2).

Vypocet

Jako v bod¢ 5.1.4. Prvni inflexni bod lezi pfiblizn€ u métené hodnoty pH 9.

Opakovatelnost”

Pro vyrobky obsahujici asi 5 % (m/m) hydroxidu sodného nebo draselného, vyjadfeno
jako hydroxid sodny, nesmi rozdil mezi vysledky dvou paralelnich stanoveni na
stejném vzorku piekrocit absolutni hodnotu 0,25 %.

KVANTITATIVNI A KVALITATIVNI STANOVENiI KYSELINY STAVELOVE

A JEJICH ALKALICKYCH SQLi V PROSTREDCICH URCENYCH
PRO PECI O VLASY

(Smérmice komise 80/1335/EHS z 22. prosince 1980)

ROZSAH A OBLAST POUZITI

NiZze popsand metoda je vhodna ke kvantitativnimu a kvalitativnimu stanoveni
kyseliny stavelové a jejich alkalickych soli v prostfedcich pro péci o vlasy. Lze ji
pouzit u bezbarvych vodnych nebo alkoholovych roztoki a lotiontl, které obsahuji asi
5 % kyseliny $tavelové nebo ekvivalentni mnozstvi alkalického $tavelanu.

DEFINICE

Obsah kyseliny stavelové a/nebo jejich alkalickych soli stanoveny touto metodou se
vyjadii v hmotnostnich procentech (m/m) volné kyseliny stavelové ve vzorku.

PRINCIP

Po odstranéni vsech pfitomnych anionickych povrchové aktivnich latek pomoci
hydrochloridu p-toluidinu se kyselina §tavelova a/nebo alkalické Stavelany vysrazi
jako Stavelan vapenaty a roztok se zfiltruje. SraZenina se rozpusti v kyseliné sirové a
titruje se manganistanem draselnym.

REAKCNI CINIDLA

Vsechna pouzita reakcni ¢inidla musi byt Cistoty p.a.

3 Viz CSN IS0 5725.
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4.1
4.2
43
4.4
4.5
4.6
4.7
4.8
4.9
4.10
4.11
4.12
4.13

5.1
52
53
54
5.5
5.6
5.7
5.8
59
5.10
5.11
5.12

6.1

6.2

6.3

6.4

Roztok octanu amonného, 5 % (m/m)
Roztok chloridu vapenatého, 10 % (m/m)
Ethanol, 95 % (V/V)

Chlorid uhlicity

Diethylether

Roztok p-toluidin-hydrochloridu, 6,8 % (m/m)
Roztok manganistanu draselného, 0,1N
Kyselina sirové, 20 % (m/m)

Kyselina chlorovodikova, 10 % (m/m)
Octan sodny, trihydrat

Ledova kyselina octova

Kyselina sirova (1:1)

Nasyceny roztok hydroxidu barnatého
PRISTROJE A POMUCKY

Délici nalevky na 500 ml

Kadinky na 50 a 600 ml

Sklenéné filtra¢ni kelimky, G4

Odmérné valce na 25 a 100 ml

Pipety na 10 ml

Odsévacky na 500 ml

Vodni vyvéva

Teplomér se stupnici od 0 do 100 °C
Magnetickd michacka s vyhtivanou deskou
Magnetické michadélko potazené teflonem
Byreta na 25 ml

Erlenmeyerovy banky na 250 ml

POSTUP

Do kadinky na 50 ml se navazi 6 az 7 g vzorku, pH se nastavi na hodnotu 3 zfedénou
kyselinou chlorovodikovou (4.9) a roztok se pfevede do délici nalevky 100 mililitry
destilované vody. Postupné se prida 25 ml ethanolu (4.3), 25 ml roztoku p-toluidin-
hydrochloridu (4.6) a 25 az 30 ml chloridu uhlicitého (4.4) a obsah se prudce
protiepe.

Po oddéleni fazi se spodni (organicka) vrstva odpusti, extrakce se opakuje po pridani
reak¢nich Cinidel uvedenych v bod¢€ 6.1 a organicka vrstva se znovu odpusti.

Vodna vrstva se prevede do kadinky na 600 ml a pfipadny chlorid uhli¢ity se odstrani
povarenim roztoku.

Ptida se 50 ml roztoku octanu amonného (4.1), roztok se ptivede k varu (5.9) a za
varu se do n¢j vmicha 10 ml horkého roztoku chloridu vépenatého (4.2); srazenina se
necha usadit.
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6.5 Uplnost vysrazeni se ovéii pridanim nékolika kapek roztoku chloridu vapenatého
(4.2), roztok se nechd vychladnout na pokojovou teplotu a poté se do n& vmicha
200 ml ethanolu (4.3); (5.10); necha se 30 minut stat.

6.6 Supernatant se odfiltruje ptes sklenény filtracni kelimek (5.3), srazenina se pievede
do filtra¢niho kelimku pomoci malého mnozstvi horké vody (50 az 60 °C) a promyje
se studenou vodou.

6.7 Srazenina se pétkrat promyje malym mnoZzstvim ethanolu (4.3), pctkrat malym
mnozstvim diethyletheru (4.5) a rozpusti se v 50 ml horké kyseliny sirové (4.8), ktera
se necha protéci filtracnim kelimkem za podtlaku.

6.8 Roztok se kvantitativné pievede do Erlenmeyerovy baiiky (5.11) a titruje se roztokem
manganistanu draselného (4.7) do slab¢ riZzového zbarveni.

7. VYPOCET
Obsah kyseliny Stavelové ve vzorku vyjadieny v hmotnostnich procentech se vypocte
7e vzorce

. A x4,50179x100
obsah kyseliny §tavelové v % =
Ex1000
kde
A = spotieba 0,1N roztoku manganistanu draselné¢ho podle bodu 6.8,
E = navazka vzorku v gramech (6.1),
4,50179 = ptepocitavaci faktor pro kyselinu Stavelovou.

8. OPAKOVATELNOST®
Pro vyrobky obsahujici asi 5% (m/m) kyseliny Stavelové nesmi rozdil mezi
vysledky dvou paralelnich stanoveni na stejném vzorku piekrocit absolutni hodnotu
0,15 %.

KVALITATIVN{ STANOVENT{

9.1 Princip
Kyselina stavelova a/nebo Stavelany se vysrazeji jako Stavelan vapenaty a rozpusti
v kyselin¢ sirové. Do roztoku se pridd malé mnozstvi roztoku manganistanu
draselného, ktery se odbarvi za vzniku oxidu uhli¢itého. Projde-li vznikly oxid
uhlic¢ity roztokem hydroxidu barnatého, vytvoii se bild srazenina (mlécny zakal)
uhli¢itanu barnatého.

9.2 Postup

9.2.1 Cast vzorku, ktery ma byt analyzovén, se podrobi postupu popsanému v bodech 6.1
az 6.3; odstrani se tak pfipadné pfitomné detergenty.

9.2.2 K ptiblizné¢ 10 ml roztoku podle bodu 9.2.1 se ptfida na Spicku Spachtle octanu
sodného (4.10) a roztok se okyseli n¢kolika kapkami ledové kyseliny octové (4.11).

9.2.3 Pfidd se 10% roztok chloridu vapenatého (4.2) a roztok se zfiltruje. Srazenina
Stavelanu vapenatého se rozpusti ve 2 ml kyseliny sirové (1:1) (4.12).

9.2.4 Roztok se pievede do zkumavky a po kapkach ptida se asi 0,5 ml 0,IN roztoku
manganistanu draselného (4.7). Za pritomnosti $tavelanu se roztok odbarvi, nejprve
pomalu a potom rychle.

* Viz CSN IS0 5725.
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9.2.5

4.1
4.2
43
4.4
4.5
4.6.

4.7

5.1
52
53
54

Ihned po pfidani roztoku manganistanu draselného se zkumavka uzavie zatkou
s trubickou, obsah se mirn¢ zahtfeje a vznikly oxid uhli¢ity se jima do nasyceného
roztoku hydroxidu barnatého (4.13). Vznik mlécného zakalu uhli¢itanu barnatého
béhem tii az péti minut indikuje pfitomnost kyseliny $tavelové.

KVANTITATIVNI STANOVENI CHLOROFORMU V ZUBNI PASTE
(Smérnice komise 80/1335/EHS z 22. prosince 1980)

ROZSAH A OBLAST POUZITI

Metoda se pouziva pro kvantitativni stanoveni chloroformu v zubni pasté plynovou
chromatografii. Je vhodna pro stanoveni chloroformu o koncentraci 5 % nebo nizsi.
V soucasné dob¢ plati zakaz pouzivani chloroformu v kosmetickych prosttedcich.

DEFINICE

Obsah chloroformu ve vzorku stanoveny touto metodou se vyjadii v hmotnostnich
procentech vztazenych na hmotnost vyrobku.

PRINCIP

Zubni pasta se suspenduje ve smési dimethylformamid/methanol, ke které se ptida
znamé mnozstvi acetonitrilu jako vnitini standard. Po odstfedéni se ¢ast kapalné faze
analyzuje plynovou chromatografii a vypocte se obsah chloroformu.

REAKCNI CINIDLA

Vsechna reakéni ¢inidla musi byt Cistoty p.a.

Porapak Q, Chromosorb 101 nebo ekvivalent, 80 az 100 mesh
Acetonitril

Chloroform

Dimethylformamid

Methanol

Roztok vnitiniho standardu

5 ml dimethylformamidu (4.4) se pipetuje do odmérmné banky na 50 ml, ptida se asi
300 mg presné¢ zvazeného mnozstvi acetonitrilu (M mg), doplni se po rysku
dimethylformamidem a promicha.

Roztok ke stanoveni faktoru relativni odezvy

Ptesné 5 ml roztoku vnitfniho standardu (4.6) se pipetuje do odmérné banky na 10 ml
a prida se asi 300 mg presn¢ zvazeného mnozstvi chloroformu (M; mg). Doplni se po
rysku dimethylformamidem a promicha.

PRISTROJE A POMUCKY

Analytické vahy

Plynovy chromatograf s plamenovym ionizacnim detektorem
Mikrostiikacka na 5 az 10 ul, délena po 0,1 ul

Nedélené pipety na 1,4 a 5 ml
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5.5
5.6

5.7

6.1
6.1.1

6.2

6.3
6.3.1

6.3.2

6.3.3

6.3.4

Odmérné banky na 10 a 50 ml

Zkumavky na asi 20 ml se Sroubovym uzavérem, Sovirel Francie ¢.20 nebo
ekvivalentni. Sroubovy uzavér ma vnitini t€snici plochu potazenou teflonem.

Odstredivka

POSTUP

Doporucené chromatografické podminky
Material kolony: sklo

délka: 150 cm

vnitini pramér: 4 mm

vnéjsi pramér: 6 mm

Kolona se naplni Porapakem Q, Chromosorbem 101 nebo ekvivalentni naplni, 80 az
100 mesh (4.1).

Detektor: plamenovy ionizacni, citlivost se nastavi tak, aby pfi nastiiku 3 pl roztoku
4.7 ¢inila vyska piku acetonitrilu asi tfi ¢tvrtiny celé skaly zapisovace.

Plyny:
Nosny plyn: dusik, prutok 65 ml/min.
Pomocny plyn: vodik, vzduch nebo kyslik

Prutok plynt do detektoru se nastavi tak, aby pritok vzduchu nebo kysliku byl péti-
az desetinasobkem pritoku vodiku.

Teplota:

nastiik 210 °C
detektor 210 °C
kolona 175 °C

Rychlost posuvu papiru:
asi 100 cm za hodinu.

Ptiprava vzorku

Vzorek k analyze se odebere zdosud neoteviené tuby. Vytlaci se jedna tfetina
obsahu, tuba se uzavie, obsah se dikladn¢ promicha a odebere se zkuSebni vzorek.

Kvantitativni stanoveni

Do zkumavky se Sroubovym uzavérem (5.6) se navazi s pfesnosti na 10 mg 6 az
7 gramu zubni pasty (M, gramii) podle bodu 6.2 a pridaji se tfi malé sklenéné kulicky.

Do zkumavky se odpipetuje piesné 5 ml roztoku vnitiniho standardu (4.6), 4 ml
dimethylformamidu (4.4) a 1 ml methanolu (4.5), zkumavka se uzavie a obsah se
promicha.

Uzaviena zkumavka se vloZzi na pil hodiny do tfepacky a poté se 15 minut odstfed’uje
pti otackach, pii nichz dojde ke zfetelnému oddéleni fazi.

Poznamka: Obcas dojde k tomu, ze po odstfedéni je kapalna faze stile zakalena.
Ur¢itého zlepSeni Ize dosahnout pfidanim 1 az 2 gramt chloridu sodného ke kapalné
fazi a novym odstfedénim po usazeni.

3 ul tohoto roztoku (6.3.3) se nastfiknou za podminek popsanych v bodé 6.1. Postup
se opakuje. Za vyse uvedenych podminek mohou byt voditkem tyto retencni Casy:
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6.3.5

7.1
7.1.1

7.2
7.2.1

7.2.2

methanol priblizn¢ 1 minuta,
acetonitril priblizné 2,5 minuty,
chloroform priblizné 6 minut,
dimethylformamid > 15 minut.
Stanoveni faktoru relativni odezvy

Pro stanoveni tohoto faktoru se nastfiknou 3 pl roztoku podle bodu 4.7. Postup se
opakuje. Faktor relativni odezvy se stanovuje kazdy den.

VYPOCET
Vypocet relativni odezvy

Zmeti se vyska pikli acetonitrilu a chloroformu a jejich Sitka v poloving vysky a jejich
plocha se vypocte podle vzorce: vyska X §ifka v poloving vysky.

Stanovi se plocha pikii acetonitrilu a chloroformu v chromatogramu zaznamenaném
za podminek podle bodu 6.3.5 a vypocte se relativni odezva f; z nasledujiciho vzorce:

c AM, _AO00M
UM, A DM,

s = faktor relativni odezvy pro chloroform,
A, = plocha piku chloroformu (6.3.5),
;= plocha piku acetonitrilu (6.3.5),
M, = mnozstvi chloroformu v mg na 10 ml roztoku podle bodu 6.3.5 (=M,),
M; = mnozstvi acetonitrilu v mg na 10 ml roztoku podle bodu 6.3.5 (=1/10M).
Vypocte se primér z naméfenych hodnot.
Vypocet obsahu chloroformu

Postupem podle bodu 7.1.1 se vypocte plocha pikli chloroformu a acetonitrilu
v chromatogramu zaznamenaném postupem uvedenym v bod¢ 6.3.4.

Obsah chloroformu v zubni pasté se vypocte pomoci nasledujiciho vzorce:

ox=— M goge =AM
f. Mg, [A, f A, IM, 00

kde
%X = obsah chloroformu v zubni pasté vyjadieny v hmotnostnich procentech,

6= plocha piku chloroformu (6.3.4),

(= plocha piku acetonitrilu (6.3.4),
Mgx = hmotnost vzorku podle bodu 6.3.1 v mg (= 1000-M,),
M, = mnozstvi acetonitrilu v mg na 10 ml roztoku podle bodu 6.3.2 (=1/10M).

Vypocte se primer zjisténych hodnot a vysledek se vyjadii s pesnosti na 0,1 %.
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8.

4.1

4.2
43
4.4
4.5

4.6

4.7

5.

5.1
52
53

OPAKOVATELNOST®

Pro vyrobky obsahujici asi 3 % (m/m) chloroformu nesmi rozdil mezi vysledky dvou
paralelnich stanoveni na stejném vzorku piekrocit absolutni hodnotu 0,3 %.

KVANTITATIVNI STANOVENI ZINKU
(Smérnice komise 80/1335/EHS z 22. prosince 1980)

ROZSAH A OBLAST POUZITI

Metoda je vhodna pro stanoveni zinku pfitomného v kosmetickych prostfedcich ve
form¢ chloridu, siranu nebo 4-hydroxybenzensulfonatu zine¢natého, nebo jako
kombinace téchto soli.

DEFINICE

Obsah zinku ve vzorku se stanovi gravimetricky jako bis(2-methyl-8-oxochinolinat)
zine¢naty a vyjadii se v hmotnostnich procentech zinku ve vzorku.

PRINCIP

Zinek  pfitomny  vroztoku se  vysrazi  vkyselém  prostfedi  jako
bis(2-methyl-8-oxochinolinat) zine¢naty. Po filtraci se srazenina ususi a zvazi.

REAKCNI CINIDLA

Vsechna pouzita reakeni ¢inidla musi byt Cistoty p.a.
Koncentrovany ¢pavek, 25 % (m/m); dio =0,91 g/ml
Ledova kyselina octova

Octan amonny

2-methylchinolin-8-ol

Roztok ¢pavku, 6 % (m/V)

240 g koncentrovaného roztoku ¢Epavku (4.1) se prevede do odmérné bainky na
1000 ml, doplni se po rysku destilovanou vodou a promicha.

Roztok octanu amonného, 0,2M

15,4 g octanu amonného (4.3) se rozpusti v destilované vod¢, v odmérné bance na
1000 ml se doplni po rysku a promicha.

Roztok 2-methylchinolin-8-olu

5 g 2-methylchinolin-8-olu se rozpusti ve 12 ml ledové kyseliny octové, prevede se
destilovanou vodou do odmérné baitky na 100 ml. Doplni se po rysku destilovanou
vodou a promicha.

PRISTROJE A POMUCKY
Odmeérné baniky na 100 a 1000 ml
Kadinky na 400 ml

Odmérné valce na 50 a 150 ml

3 Viz CSN IS0 5725
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54
5.5
5.6
5.7
5.8
59

5.10
5.11
5.12
5.13

6.1

6.1.1
6.1.2
6.2

6.3

6.4

6.5

6.6
6.7

Délené pipety na 10 ml

Sklenéné filtracni kelimky G-4
Odsavacky na 500 ml

Vodni vyvéva

Teplomér se stupnici od 0 do 100 °C

Exsikator se vhodnym suSicim prostfedkem a indikatorem vlhkosti, napf. se
silikagelem nebo rovnocennym suSicim prostfedkem

Susarna nastavena na teplotu 150 + 2 °C
pH-metr

Topna deska

Filtra¢ni papir Whatman ¢.4 nebo ekvivalentni
POSTUP

Do kadinky na 400 ml se navazi 5 az 10 g (M gramu) analyzované¢ho vzorku, ktery
obsahuje asi 50 az 100 mg zinku, ptida se 50 ml destilované vody a promicha.

Smés se podle potieby zfiltruje pomoci vyvévy a filtrat se zachyti.
Extrakce se opakuje s dalsimi 90 ml destilované vody. Zfiltruje se a filtraty se spoji.

Na kazdych 10 mg zinku pfitomného v roztoku (6.1) se pfidaji 2 ml roztoku
2-methylchinolin-8-olu (4.7) a promicha se.

Smes se ziedi 150 ml destilované vody, ohieje na 60 °C (5.12) a za stalého michani se
prida 45 ml roztoku 0,2M octanu amonného (4.6).

pH roztoku se za stalého michani upravi na 5,7 az 5,9 pfiddnim 6 % roztoku ¢pavku
(4.5); pH roztoku se méifi pH-metrem.

Roztok se ponecha 30 minut stat. Poté se zfiltruje pomoci vodni vyvévy pies filtracni
kelimek G-4, ptredem usuSeny (150 °C) a po vychladnuti zvazeny (M, grami);
srazenina se promyje 150 ml destilované vody ohtaté na 95 °C.

Kelimek se vlozi do susarny vyhiaté na 150 °C a susi se jednu hodinu.

Kelimek se vyjme ze suSarny, vlozi se do exsikatoru (5.9) a po vychladnuti na
pokojovou teplotu se zvazi (M; grama).

VYPOCET

Obsah zinku ve vzorku vyjadfeny v hmotnostnich procentech (% m/m) se vypocte
pomoci vzorce:

- X
%zinkuZ(Ml Ml\(;[) 17,12

kde
M= hmotnost vzorku odebraného podle bodu 6.1 v gramech,
My = hmotnost prazdného suchého filtra¢niho kelimku (6.5) v gramech,

M; = hmotnost filtratniho kelimku se srazeninou (6.7) v gramech.
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8.

4.1

42
43
44
45
46
47
4.8
4.9
4.10
4.11
4.12
4.13
4.14
4.15

OPAKOVATELNOST®

Pro vyrobky obsahujici asi 1% (m/m) zinku  nesmi rozdil mezi vysledky dvou
paralelnich stanoveni na stejném vzorku piekrocit absolutni hodnotu 0,1 %.

KVALITATIVNI A KVANTITATIVNI STANOVENi KYSELINY
4-HYDROXYBENZENSULFONOVE

(Smérnice komise 80/1335/EHS z 22. prosince 1980)

ROZSAH A OBLAST POUZITI

Metoda je vhodna pro dikaz a stanoveni kyseliny 4-hydroxybenzensulfonové
v kosmetickych prostfedcich, napt. v aerosolech a v pletovych lotionech.

DEFINICE

Obsah kyseliny 4-hydroxybenzensulfonové ve vyrobku stanoveny touto metodou se
vyjadii v hmotnostnich procentech jako bezvody 4-hydroxybenzensulfonat
zinecnaty.

PRINCIP

Zkusebni vzorek se zahusti za snizeného tlaku, rozpusti se ve vodé a precisti extrakci
chloroformem. Kyselina 4-hydroxybenzensulfonovda se stanovi jodometricky
v alikvotnim podilu zfiltrovaného vodného roztoku.

REAKCNI CINIDLA
Vsechna pouzita reakcni ¢inidla musi byt Cistoty p.a.
Koncentrovana kyselina chlorovodikova, 36 % (m/m), (dﬁ0 =1,18 g/ml)

Chloroform

Butan-1-ol

Ledova kyselina octova

Jodid draselny

Bromid draselny

Uhlicitan sodny

Kyselina sulfanilova

Dusitan sodny

Roztok bromi¢nanu draselného, 0,1N

Roztok thiosiranu sodného, 0,1N

Vodny roztok skrobu, 1 % (m/V)

Vodny roztok uhli¢itanu sodného, 2 % (m/V)
Vodny roztok dusitanu sodného, 4,5 % (m/V)
Roztok dithizonu v chloroformu, 0,05 % (m/V)

3 Viz CSN IS0 5725
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4.16

4.17

4.18

5.1
52
53
54
5.5
5.6
5.7
5.8
59
5.10
5.11

7.2

7.3

7.4

7.5

Vyvijeci rozpoustédlo: butan-1-ol / ledova kyselina octova / voda (4:1:5 V/V/V); po
smichani v délici nalevce se spodni vrstva odstrani.

Paulyho ¢inidlo

4,5 g kyseliny sulfanilové (4.8) se rozpusti ve 45ml koncentrované kyseliny
chlorovodikové (4.1) za zahtivani a roztok se ziedi vodou na 500 ml. 10 ml roztoku
se ochladi v misce s ledovou vodou a za michani se pfida 10 ml chladného roztoku
dusitanu sodného (4.14). Roztok se ponecha stat 15 minut pii 0 °C (za této teploty je
roztok stabilni po jeden aZ tfi dny) a bezprostiedné¢ pfed nanesenim (7.5) se pfida
20 ml roztoku uhlic¢itanu sodného (4.13).

Hotové celulozové desky pro chromatografii na tenké vrstve; velikost 20%20 cm,
tloust’ka vrstvy sorbentu 0,25 mm.

PRISTROJE A POMUCKY

Barnky na 100 ml s kulatym dnem a se zabrousenou zitkou
Délici nalevka na 100 ml

ZabrouSena Erlenmeyerova baika na 250 ml

Byreta na 25 ml

Nedélené pipetyna 1,2 a 10 ml

D¢élena pipeta na 5 ml

Mikrostiikacka na 10 pl d€lena po 0,1 ul

Teplomér se stupnici od 0 do 100 °C

Vodni lazen s vyhiivanim

Susarna s nucenou ventilaci nastavena na teplotu 80 °C
Obvyklé vybaveni pro chromatografii na tenké vrstveé
PRIPRAVA VZORKU

V nize popsané¢ metodé¢ pro kvalitativni a kvantitativni stanoveni kyseliny
hydroxybenzensulfonové v aerosolech lze vyuzit zbytku ziskaného poté, co se
z aerosolové nadobky odpusti rozpoustédla a hnaci plyny, které se za normalniho
tlaku odpafi.

KVALITATIVNI STANOVEN{

Pomoci mikrostiikacky (5.7) se nanese 5 ul zbytku (6) nebo vzorku do Sesti bodu
pocatecni linie ve vzdalenosti 1 cm od spodniho okraje desky pro chromatografii na
tenké vrstvé (4.18).

Deska se umisti do vyvijeci komory obsahujici vyvijeci rozpoustédlo (4.16) a vyviji
se, dokud celo rozpoustédla nedosahne 15 cm od startovaci linie.

Deska se vyjme z lazné a susi se pii 80 °C, dokud nezmizi zapach kyseliny octové.
Deska se potiika roztokem uhlic¢itanu sodného (4.13) a susi se na vzduchu.

Jedna polovina desky se zakryje sklenénou deskou a nezakryta ¢ast se postiika 0,05%
roztokem dithizonu (4.15). Vznik purpurové Cervenych skvrn na chromatogramu
indikuje pfitomnost zine¢natych iontd.

Postikana cast desky se prikryje sklenénou deskou a zbyvajici ¢ast se skropi Paulyho
¢inidlem (4.17). Pfitomnost kyseliny 4-hydroxybenzensulfonové je indikovana
vznikem zlutohnédé¢ skvrny shodnotou Rf kolem 0,26, zatimco zlutd skvrna
shodnotou Rf asi0,45 na chromatogramu indikuje pfitomnost kyseliny
3-hydroxybenzensulfonové.
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8.2
8.3

8.4

8.5

8.6

8.7

8.8

8.9

KVANTITATIVNI STANOVENI

Do banky na 100 ml s kulatym dnem se navazi 10 g vzorku nebo zbytku (6) a odpaii
se témét do sucha ve vakuu v rotacni odparce umisténé na vodni lazni pii 40 °C.

Do lahve se odpipetuje 10,0 ml vody (V; ml) a odparek (8.1) se zahfatim rozpusti.

Roztok se kvantitativné pievede do délici nalevky (5.2) a extrahuje se dvakrat vzdy
20 ml chloroformu (4.2). Po kazdé¢ extrakci se chloroformova faze odstrani.

Vodny roztok se zfiltruje pies skladany filtr. Podle o¢ekavaného obsahu kyseliny
hydroxybenzensulfonové se 1,0 nebo 2,0ml (V,ml) filtratu napipetuji do
Erlenmeyerovy baiiky na 250 ml (5.3) a zfedi se na 75 ml vodou.

Ptida se 2,5 ml 36% kyseliny chlorovodikové (4.1) a 2,5 g bromidu draselného (4.6),
roztok se promicha a zahieje na vodni 1azni na 50 °C.

Z byrety se pripousti 0,1N roztok bromi¢nanu draselné¢ho (4.10), dokud se roztok pfi
50 °C nezbarvi zlute.

Ptidaji se dalsi 3 ml roztoku bromi¢nanu draselného (4.10), baiika se uzavie a necha
stat 10 minut na vodni 1azni pfi 50 °C.

Jestlize se béhem 10 minut roztok odbarvi, ptidaji se dalsi 2,0 ml roztoku bromi¢nanu
draselného (4.10), banka se uzavie a zahiiva 10 minut na vodni lazni pii 50 °C.
Zaznamena se celkové mnozstvi pfidaného roztoku bromi¢nanu draselného (a).

Roztok se ochladi na pokojovou teplotu, piidaji se 2 g jodidu draselného (4.5) a
roztok se zamicha.

Uvolnény jod se titruje 0,1N roztokem thiosiranu sodného (4.11). Ke konci titrace se
prida nékolik kapek roztoku Skrobu (4.12) jako indikdtoru. Zaznamend se
spotfebovany objem roztoku thiosiranu (b).

VYPOCET

Obsah hydroxybenzensulfonatu zine¢natého ve vzorku nebo zbytku (6) vyjadieny
v hmotnostnich procentech (% m/m) se vypocte ze vzorce:

(a—b)xV, x0,00514x100

% (m/m) hydroxybenzensulfonatu zinecnatého =

mxV,
kde
a= celkové mnozstvi pridaného 0,1N roztoku bromic¢nanu draselného (8.7)
v mililitrech,
b= celkové mnozstvi 0,1N roztoku thiosiranu sodného spotiebovaného pii zpétné

titraci (8.9),
m= mnozstvi analyzované¢ho vzorku nebo zbytku (8.1) v miligramech,
V= objem roztoku ziskaného podle bodu (8.2) v mililitrech,
V,=objem rozpusténého zbytku po odpaieni pouzitého k analyze (8.4) v mililitrech.

Pozndamka: Pii analyze aerosoli musi byt vysledek stanoveni v hmotnostnich
procentech % (m/m) zbytku (6) pfepocten na ptivodni vyrobek. Za timto ucelem viz
pravidla odbéru aerosold.
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10.

11.

OPAKOVATELNOST®

Pro vyrobky obsahujici asi 5 % (m/m) hydroxybenzensulfonatu zineCnatého nesmi
rozdil mezi vysledky dvou paralelnich stanoveni na stejném vzorku ptekrocit
absolutni hodnotu 0,5 %.

INTERPRETACE VYSLEDKU

Podle vyhlasky Ministerstva zdravotnictvi ¢. 26/2001 Sb., o hygienickych pozadavcich
na kosmetické prostfedky, o nalezitostech zadosti o neuvedeni ingredience na obalu
kosmetického prosttedku a o pozadavcich na vzdélani a praxi fyzické osoby odpoveédné
za vyrobu kosmetického prostfedku (o kosmetickych prostiedcich) je nejvyssi povolena
koncentrace  4-hydroxybenzensulfonatu zineCnatého v pletovych lotionech a
v deodorantech 6% (m/m). To znamend, ze vedle obsahu kyseliny
hydroxybenzensulfonové musi byt stanoven i obsah zinku. Vyndsobenim vypocteného
obsahu hydroxybenzensulfonatu zine¢natého (9) faktorem 0,1588 se ziskd minimalni
obsah zinku v % (m/m), ktery musi byt teoreticky pfitomen ve vyrobku s ohledem na
stanoveny obsah kyseliny hydroxybenzensulfonové. Skute¢ny, gravimetricky stanoveny
obsah zinku (viz ptislusné predpisy) vSak miize byt vyssi, nebot’ kosmetické prostiedky
mohou obsahovat také chlorid zineCnaty a siran zinecnaty.

KVALITATIVNI STANOVENI OXIDACNICH CINIDEL
A KVANTITATIVNI STANOVENI PEROXIDU VODIKU
V PROSTREDCICH URCENYCH PRO PECI O VLASY

(Smérnice komise 82/434/EHS ze 14. kvétna 1982)

ROZSAH A OBLAST POUZITI

Jodometrické stanoveni peroxidu vodiku v kosmetice je moZné pouze za
nepfitomnosti jinych oxidacnich cinidel, vytvatejicich jod z jodidi. Z tohoto divodu
je pted jodometrickym stanovenim peroxidu vodiku nutné zjistit a identifikovat
jakakoli jina pfitomna oxidacni Cinidla. Toto kvalitativni stanoveni se déli do dvou
fazi; prvni zahrnuje peroxodisirany, bromicnany a peroxid vodiku, druha peroxid
barnaty.

A. KVALITATIVNI STANOVENI PEROXODISIRANU, BROMICNANU A

2.1
2.1.1

PEROXIDU VODIKU

PRINCIP

Peroxodisiran sodny, peroxodisiran draselny a peroxodisiran amonny, bromicnan
draselny, bromi¢nan sodny a peroxid vodiku — bez ohledu na to, zda pochazi ¢i

nepochazi zperoxidu barnatého — se identifikuji pomoci sestupné papirové
chromatografie, pii které se pouziva dvou vyvijecich rozpoustédel.
REAKCNI CINIDLA

Vsechna pouzita reakéni ¢inidla musi byt Cistoty p.a.
0,5% (m/V) vodné referen¢ni roztoky nasledujicich sloucenin:

Peroxodisiran sodny

3 Viz CSN IS0 5725
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2.1.2
2.13
2.14
2.1.5
2.1.6
2.2

23

24
2.5
2.6
2.7

3.1
3.2
33
34
3.5

4.1

4.2

422

43

52

Peroxodisiran draselny

Peroxodisiran amonny

Bromicnan draselny

Bromiénan sodny

Peroxid vodiku

Vyvijeci rozpoustédlo A, 80% (V/V) ethanol

Vyvijeci rozpoustédlo B, benzen — methanol — 3-methyl-butan-1-ol — voda (34 : 38 :
18 : 10, V/IV/V/V)

Detekéni Cinidlo A, 10% (m/V) vodny roztok jodidu draselné¢ho
Detekeni Cinidlo B, 1% (m/V) vodny roztok skrobu

Detekeni Cinidlo C, 10% (m/m) kyselina chlorovodikova
Kyselina chlorovodikova, 4N

PRISTROJE A POMUCKY

Chromatograficky papir (papir Whatman ¢. 3 nebo €. 4 nebo jejich ekvivalenty)
Mikropipeta na 1 pl

Odmeérné banky na 100 ml

Skladané filtry

Zatizeni pro sestupnou papirovou chromatografii

PRIPRAVA VZORKU

Prostiedky rozpustné ve vodé

Od kazdého vzorku se ptipravi dva roztoky rozpuSténim 1 g a 5 g prostfedku ve
100 ml vody. 1 ul kazdého z téchto roztoki se pouzije pro provedeni papirové
chromatografie popsané v oddile 5.

Prostiredky ¢astecné rozpustné ve vodé

Navazi se 1 g a 5 g vzorku a rozptyli se v 50 ml vody, v obou piipadech se doplni
vodou na 100 ml a promichaji se. Ob¢ suspenze se prefiltruji pies skladany filtr (3.4)
a z kazdého z filtrat se pouzije 1 pl pro provedeni papirové chromatografie popsané
v oddile 5.

Jesté jednou se pripravi dvé suspenze vzorkil rozptylenim 1 g a 5g v 50 ml vody,
okyseli se zfedénou kyselinou chlorovodikovou (2.7), doplni se vodou na 100 ml a
promichaji se. Disperze se piefiltruji pres skladany filtr (3.4) a 1 pl kazdého z téchto
roztokil se pouzije pro provedeni papirové chromatografie popsané v oddile 5.

Krémy

5 g a 20 g kazdého prostredku se rozptyli ve 100 ml vody a disperze se pouziji pro
provedeni papirové chromatografie popsané v oddile 5.

METODA

Pfimétené mnozstvi rozpoustédel A (2.2) a B (2.3) se umisti do dvou oddélenych
chromatografickych komor, aby se provedla sestupna papirovd chromatografie.
Chromatografické komory se syti parami rozpoustédla alesponl 24 hodin.

1 ul roztoku vzorku a vSech referencnich roztokd piipravenych podle oddilu4 a
bodu 2.1 se nanese na startovni body prouzku chromatografického papiru (Whatman
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53

54

5.5

5.6

5.6.1

5.6.2

5.7

¢. 3 nebo ekvivalentni) 40 cm dlouhého a 20 cm Sirokého (3.1) nebo jinych vhodnych
rozméra a rozpoustédlo se necha odpatit na vzduchu.

Chromatograficky prouzek (5.2) se umisti do chromatografické komory tanku
naplnéné vyvijecim rozpoustédlem A (5.1) a vyviji se, dokud ¢elo rozpoustédla
nepostoupi 0 35 cm (asi 15 hodin).

Postup popsany v bodech 5.2 a 5.3 se opakuje za pouziti chromatografického papiru
(Whatman ¢. 4 nebo ekvivalentni) (3.1) a vyvijeciho roztoku B. Chromatografie
probiha, dokud ¢elo rozpoustédla nepostoupi o 35 cm (asi pét hodin).

Po ukonceni vyvijeni se chromatogramy vyjmou a ususi se na vzduchu.
Skvrny se objevi po nasledném postiikani:

detekénim cCinidlem A a kratce poté detekénim Cinidlem B (2.5). Skvrny
peroxodisirantl se na chromatogramu objevi nejdiive a budou je nasledovat skvrny
peroxidu vodiku. Skvrny se oznaci tuzkou;

detekénim cCinidlem C (2.6) na chromatogramech ziskanych podle bodu 5.6.1;
pritomnost bromi¢nant se projevi Sedavé modrymi skvrnami na chromatogramu.

Za vyse zminénych podminek vztahujicich se k vyvijecim rozpoustédlaim A (2.2) a B
(2.3) jsou hodnoty Rf referencnich latek (2.1) ptiblizné nasledujici:

Vyvijeci rozpoustédlo A Vyvijeci rozpoustédlo B

(2.2) (2.3)
Peroxodisiran sodny 0,40 0,10
Peroxodisiran draselny 0,40 0,02 + 0,05
Peroxodisiran amonny 0,50 0,10+ 0,20
Bromic¢nan sodny 0,40 0,20
Bromicnan draselny 0,40 0,10 + 0,20
Peroxid vodiku 0,80 0,80

B. KVALITATIVNI STANOVENI PEROXIDU BARNATEHO

1.

2.1
2.2
23

PRINCIP

Peroxid barnaty se identifikuje na zaklad¢ tvorby peroxidu vodiku po okyseleni
vzorku (A.4.2) a na zaklad¢ pfitomnosti barnatych ionti:

- vnepiitomnosti peroxodisiranti (A) ptidavkem ziedéné kyseliny sirové do ¢asti
kyselého roztoku vzorku (B.4.1), ¢imz vznikne bila srazenina siranu barnatého.
Pfitomnost barnatych ionti ve vzorku (B.4.1) se opét potvrdi papirovou
chromatografii zplisobem popsanym nize (B.5),

- ve vzorcich, ve kterych jsou peroxid barnaty a peroxodisirany pfitomny soucasné
(B.4.2), vylouzZenim zbytku z roztoku (B.4.2) v alkalickém prostiedi; po rozpusténi
taveniny (B.4.2.3) v kyseliné chlorovodikové se pritomnost barnatych iont
potvrdi papirovou chromatografii a/nebo vysrazenim siranu barnatého.

REAKCNI CINIDLA
Methanol
Koncentrovana kyselina chlorovodikova, 36% (m/m)

Kyselina chlorovodikova, 6N
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2.4
2.5
2.6
2.7
2.8
2.9

2.10

3.1
32
33
3.4

3.5
3.6

4.1
4.1.1

4.2
4.2.1
422

423

424

52

Kyselina sirova, 4N

Disodna stl kyseliny rhodizonové

Chlorid barnaty (BaCl,2H,0)

Bezvody uhli¢itan sodny

Vodny roztok chloridu barnatého, 1% (m/V)

Vyvijeci rozpoustédlo skladajici se zmethanolu, koncentrované kyseliny
chlorovodikové (koncentrace 36 %) a vody (80 : 10 : 10 ,V/V/V)

Detekeni €Cinidlo, 0,1% (m/V) vodny roztok disodné soli kyseliny rhodizonové,
pripravuje se bezprostifedné pied pouzitim

PRISTROJE A POMUCKY
Mikropipeta na 5 pl
Platinové kelimky

Odmeérné banky na 100 ml

Chromatograficky papir Schleicher a Schull 2043 b nebo ekvivalentni. Papir se
vycCisti tak, Ze se pfes noc nechd vyvijet v komote pro sestupnou chromatografii
(A.3.5), obsahujici vyvijeci rozpoustédlo, a poté se ususi.

Skladany filtracni papir

Obvyklé zatizeni pro provadéni vzestupné papirové chromatografie
PRIPRAVA VZORKU

Prostiedky, ve kterych nejsou pritomny peroxodisirany

2 g prostiedku se rozptyli v 50 ml vody a pH suspenze se upravi pfiblizn¢ na hodnotu
1 kyselinou chlorovodikovou (B.2.3).

Suspenze se pomoci vody pfevede do odmémé bariky na 100 ml, doplni se po rysku
vodou a promicha se. Tato suspenze se pouzije pro analyzu papirovou chromatografii
popsanou v oddile 5 a pro kvalitativni stanoveni barya vysrazenim siranu.

Prostiedky, ve kterych jsou pritomny peroxodisirany
2 g prostiedku se rozptyli ve 100 ml vody a prefiltruje se.

K vysusenému zbytku se pfida mnozstvi uhliCitanu sodného odpovidajici sedmi az
desetinasobku hmotnosti zbytku (B.2.7), promichd se a smés se pil hodiny tavi
v platinovém kelimku (B.3.2).

Ochladi se na pokojovou teplotu, tavenina se rozpusti v 50 ml vody a prefiltruje se
(B.3.5).

Zbytek z taveniny se rozpusti v kyselin€ chlorovodikové (B.2.3) a doplni se vodou na
100 ml. Tento roztok se pouzije pro analyzu papirovou chromatografii popsanou
v oddile 5 a pro kvalitativni stanoveni barya vysrazenim siranu.

METODA

Pifiméfené mnozstvi vyvijeciho rozpoustédla (B.2.9) se umisti do komory pro
vzestupnou chromatografii a komora se syti alespoii 15 hodin.

Na kus chromatografického papiru — predem upraveného tak, jak je popsano v bod¢
B.3.4 — se nanese do tii startovnich bodt 5 pl kazdého z roztoki ptipravenych podle
bodt B.4.1.2 a B.4.2.4 a referencni roztok B.2.8.
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53

54
5.5

Vzorek a referencni skvrny se vysu$i na vzduchu. Chromatogram se vyviji, dokud
¢elo rozpoustédla nepostoupi o 30 cm.

Chromatogram se vyjme z komory a ususi na vzduchu.

Skvrny na chromatogramu se objevi po postiikani papiru detekénim ¢inidlem B.2.10.
V ptfitomnosti barya se na chromatogramu objevi Cervené skvrny s hodnotou Rf asi
0,10.

C. KVANTITATIVNI STANOVENI PEROXIDU VODIKU

1.

3.1
32
33
34
3.5
3.6
3.7

4.1
4.2
43
4.4
4.5
4.5

5.1

52

PRINCIP

Jodometrické stanoveni peroxidu vodiku je zaloZeno na nasledujici reakci:
H,O0, +2H" +2I" - 1, +2H,0

Tato konverze probihd pomalu, muZze vSak byt urychlena pfidinim molybdenanu
amonného. Vznikly jod se stanovi titracn¢ thiosiranem sodnym a je mirou obsahu
peroxidu vodiku.

DEFINICE

Obsah peroxidu vodiku zméfeny niZze popsanym zpusobem se vyjadii v hmotnostnich
procentech vyrobku (% m/m).

REAKCNI CINIDLA

Vsechna reakéni Cinidla musi byt Cistoty p. a.
Kyselina sirova, 2N

Jodid draselny

Molybdenan amonny

Thiosiran sodny, 0,1N

Roztok jodidu draselného,10% (m/V), pfipravuje se bezprostifedné pied pouzitim
Roztok molybdenanu amonného, 20% (m/V)
Roztok Skrobu, 1% (m/V)

PRISTROJE A POMUCKY

Kadinky na 100 ml

Byreta na 50 ml

Odmeérné banky na 250 ml

Odmérné valce na 25 a 100 ml

Nedélené pipety na 10 ml

Erlenmeyerovy banky na 250 ml

POSTUP

Do 100 ml kadinky se navazi 10 g (m gramil) vyrobku, obsahujiciho asi 0,6 g
peroxidu vodiku. Obsah se pomoci vody pfevede do odmérné baiikky na 250 ml,
doplni se po rysku vodou a promicha se.

10 ml roztoku vzorku (5.1) se odpipetuje do Erlenmeyerovy baiiky na 250 ml (4.6) a
postupné se piida 100 ml 2N kyseliny sirové (3.1), 20 ml roztoku jodidu draselného
(3.5) a ti kapky roztoku molybdenanu amonného (3.6).
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53 Vznikly jod se okamzité titruje 0,1N roztokem thiosiranu sodného (3.4) a tésné pied
dosazenim bodu ekvivalence se prida n€kolik mililitrd roztoku skrobu (3.7) jako
indikatoru. Zaznamena se spotieba 0,IN roztoku thiosiranu sodné¢ho (3.4)
v mililitrech (V).

5.4 Zpusobem popsanym v bodech 5.2 a 5.3 se provede slepy pokus, pfi¢emz se nahradi
10 ml roztoku vzorku 10 ml vody. Zaznamena se spotieba 0,IN roztoku thiosiranu
sodného na slepy pokus (Vv ml).

6. VYPOCET

Obsah peroxidu vodiku ve vyrobku vyjadfeny v hmotnostnich procentech (% m/m) se
vypocte pomoci nasledujiciho vzorce:

_ y N
% peroxidu vodiku = VvV - V) x1>17(())05100§50 x 100
m

(V= V) x 4,252
m

ve kterém:
m= mnozstvi analyzovaného vyrobku (5.1) v gramech,
Vo= spotieba 0,1N roztoku thiosiranu sodného na slepy pokus (5.4) v mililitrech,

V= spotieba 0,IN roztoku thiosiranu sodného pfi titraci roztoku vzorku (5.3)
v mililitrech.

7. OPAKOVATELNOST®

Pro vyrobky obsahujici asi 6 % (m/m) peroxidu vodiku nesmi rozdil mezi vysledky
dvou paralelnich stanoveni na stejném vzorku piekrocit absolutni hodnotu 0,2 %.

KVALITATIVNI’ A SEMIKVANTITATIVNi ,STANOVENi
URCITYCH OXIDACNICH BARVIV V BARVACH NA VLASY

(Smérnice komise 82/434/EHS ze 14. kvétna 1982)

1. ROZSAH A OBLAST POUZITI

Tato metoda je vhodna pro kvalitativni a semikvantitativni stanoveni nésledujicich
latek v barvach na vlasy ve form¢ krému nebo kapaliny:

Latky Symbol
Fenylendiaminy
o-fenylendiamin (OPD)
m-fenylendiamin (MPD)
p-fenylendiamin (PPD)

3 Viz CSN IS0 5725
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3.1
32
33

34

3.5
3.6
3.7
3.8
3.9
3.10
3.11
3.12
3.13
3.14

Latky Symbol
Methylfenylendiaminy
4-methyl-1,2-fenylendiamin (toluen-3,4-diamin) (OTD)
4-methyl-1,3-fenylendiamin (toluen-2,4-diamin) (MTD)
2-methyl-1,4-fenylendiamin (toluen-2,5-diamin) (PTD)
Diaminofenoly
2,4-diaminofenol (DAP)
Hydrochinon
Benzen-1,4-diol (H)
o-naftol (a-N)
Pyrogallol
1,2,3-trihydroxybenzen P)
Resorcinol
1,3-dihydroxybenzen (R)

PRINCIP

Oxidacéni barviva se extrahuji z barev ve formé krému nebo kapaliny pifi pH 10 96%
ethanolem a identifikuji se chromatografii na tenké vrstvé, a to jedno-

dvourozmérnou.

nebo

K semikvantitativnimu stanoveni téchto latek se chromatogram vzorkti porovna
pomoci Ctyf vyvijecich systémt s chromatogramy referenénich latek vyvijenymi

soucasné a za co nejpodobnéjsich podminek.
REAKCNI CINIDLA

Vsechna reakéni Cinidla musi byt Cistoty p. a.
Ethanol, bezvody

Aceton

Ethanol, 96 % (V/V)

Roztok amoniaku, 25 % (d’ = 0,91 g/ml)
L (+) - askorbova kyselina

Chloroform

Cyklohexan

Dusik, technicky

Toluen

Benzen

n-butanol

Butan-2-ol

Kyselina fosforna, 50% roztok (V/V)

Diazotac¢ni ¢inidlo. Bud’:
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3.15
3.16
3.17
3.18
3.19
3.20

3.21

3.22
3.22.1
3.22.2

3.22.3

3.22.4

3.23

- 3-nitro-1-benzendiazonium-chlorbenzensulfonat (ve formé stabilni soli),
jako napt. v Cerveni 2 JN — Francolor,

- 2-chlor-4-nitro-1-benzendiazonium-naftalenbenzoat (ve form¢ stabilni soli), jako
napf. v ¢inidle NNCD — referencni ¢. 74 150 FLUKA,

nebo ekvivalentni.

Dusic¢nan stiibrny
p-dimethylaminobenzaldehyd
2,5-dimethylfenol

Chlorid zelezity, hexahydrat

Kyselina chlorovodikové, 10% roztok (m/V)
Referencni latky

Referencni latky jsou slouceniny uvedené v oddile 1 ,,Rozsah a oblast pouziti“.
V pfipad¢ aminoslou¢enin musi byt referenéni slouenina bud ve formé
hydrochloridu (mono nebo di), nebo jako volna baze.

Referencni roztoky 0,5 % (m/V)

Ptipravi se 0,5% roztoky (m/V) referencnich latek uvedenych v bodé 3.20.
Navazi se 50 + 1 mg referencni latky do odmérné banky na 10 ml.

Ptida se 5 ml 96% ethanolu (3.3) a 250 ml kyseliny askorbové (3.5).

Roztok se alkalizuje pfidanim roztoku amoniaku (3.4) na hodnotu pH 10 (zjist'uje se
indikatorovym papirkem).

Doplni se na 10 ml 96 % ethanolem (3.3) a promicha.
Roztoky je mozno uchovavat po dobu jednoho tydne v chladu a temnu.

V nékterych ptipadech mlze po pridani askorbové kyseliny a roztoku amoniaku
vzniknout srazenina. Pfed dal$im postupem je tfeba ji nechat usadit.

Vyvijeci rozpoustédla
Aceton — chloroform — toluen (35 : 25 : 40, V/V/V)

Chloroform — cyklohexan — absolutni ethanol — 25% roztok amoniaku
(80:10:10: 1, V/V/IV/V)

Benzen — butan-2-ol — voda (50 : 25 : 25 , V/V/V). Dikladné se protfepe a po
dekantaci pti pokojové teploté (20 az 25 °C) se k vyvijeni pouzije horni faze.

n-butanol — chloroform — ¢inidlo M (7 : 70 : 23, V/V/V). Faze se peclivé dekantuji pii
pokojové teploté (20 az 25 °C) a pouzije se spodni faze.

Priprava cinidla M
Roztok amoniaku, 25 % (V/V) 24 objemovych jednotek
Kyselina fosforna, 50 % (3.13) 1 objemova jednotka
Voda 75 objemovych jednotek
Poznamka:

Vyvijeci rozpoustédla obsahujici amoniak je tfeba bezprostiedné pied pouzitim dobie
protrepat.

Detekéni ¢inidla
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3.23.1

3.23.2

3.233

3.234

4.1
4.1.1

52
5.2.1

Diazotacni cinidlo

Ptipravi se 5% (m/V) vodny roztok zvoleného ¢inidla (3.14). Tento roztok se musi
pripravit bezprostfedné pred pouzitim.

Ehrlichovo cinidlo

2 g p-dimethylaminobenzaldehydu (3.16) se rozpusti ve 100 ml 10% vodného roztoku
kyseliny chlorovodikové (m/V) (3.19).

2,5-dimethylfenol — hexahydrat chloridu zelezitého
Roztok I: Rozpusti se 1 g dimethylfenolu (3.17) ve 100 ml 96% ethanolu (3.3).

Roztok 2: Rozpusti se 4 g hexahydratu chloridu Zelezitého (3.18) ve 100 ml 96%
ethanolu (3.3).

Pfi vyvolani chromatogramu se témito roztoky provadi postfik samostatné, nejprve
roztokem 1, poté roztokem 2.

Amoniakalni dusicnan stiibrny

25% amoniak (3.4) se pfidd k 5% (m/V) vodnému roztoku dusi¢nanu sttibrného
(3.15), az se srazenina pravé rozpusti. Toto reak¢ni cinidlo se pfipravuje
bezprostfedné pred pouzitim. Nelze jej uchovavat.

PRISTROJE A POMUCKY
Obvykl¢ laboratorni vybaveni pro chromatografii na tenké vrstvé

Plastovy nebo sklenény kryt konstruovany tak, aby chromatografickou desku béhem
nanaseni skvrn a suseni mohl obtékat dusik. Toto opatfeni je nezbytné¢ vzhledem
k nachylnosti urcitych barviv k oxidaci.

Mikrosttikacka na 10 pl, délend po 0,2 pl, sjehlou s rovnym koncem, nebo lépe
davkova¢ na 50 pl uchyceny v drzaku tak, aby deska mohla byt udrzovana pod
atmosférou dusiku.

Hotové silikagelové desky, tloustka 0,25 mm, rozméry 20 x 20 cm (Macherey and
Nagel, Silica G-HR, na plastové podloZce, nebo ekvivalentni).

Odstredivka, 4000 ot./min.

Centrifugaéni zkumavky na 10 ml se Sroubovymi uzavéry potazenymi PTFE nebo
ekvivalentni.

POSTUP
Priprava vzorki k analyze
Prvni 2 az 3 cm krému vytlaceného z tuby se odstrani.

Do centrifuga¢ni zkumavky (4.3) piedem proplachnuté dusikem se prevede: 300 mg
kyseliny askorbové se 3 g krému nebo 3 g homogenizované kapaliny.

Ptidava se po kapkach 25 % amoniak (3.4) az pH dosahne hodnoty 10. Doplni se na
10 ml 96 % ethanolem (3.3).

Homogenizuje se pod atmosférou dusiku (3.8), zazatkuje se a centrifuguje se po
10 minut pti 4000 ot./min.

Pouzije se supernatant.
Chromatografie

Nanaseni na desku
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Pod atmosférou dusiku (3.8) se na chromatografickou desku (4.1.3) nanese po 1 pl
kazdé shora uvedené referen¢ni latky v deviti bodech vzdalenych od sebe 1,5 cm
podél linie vzdalené asi 1,5 cm od okraje desky.

Referencni latky se nanaseji v tomto uspofadani:
12 34 s 6] 7] 8] 9 10] 1
R | p | u |ppD|DAP| PTD | OPD | OTD | MPD | MTD | 0N

Dale se vbodech 10 a 11 nanesou vzdy 2 ul zkoumanych roztokt ziskanych podle
bodu 5.1.

Deska se uchovava pod atmosférou dusiku (3.8) az do okamziku, kdy je zahdjeno
vyvijeni chromatogramu.

5.2.2  Vyvijeni
Deska se vlozi do komory pfedem proplachnuté dusikem (3.8) a nasycené jednim ze
Ctyt rozpoustédel (3.22) a necha se vyvijet pii pokojové teploté (20 az 25 °C) ve tmé,
dokud celo rozpoustédla nedosahne vzdalenosti asi 15 cm od startovaci linie.
Deska se vyjme a ususi pod atmosférou dusiku (3.8) pfi pokojové teplot¢.
5.2.3  Vyvolani
Deska se posttika jednim ze ¢ty roztokti uvedenych v bod¢ 3.23.
5.2.4  Kvalitativni stanoveni
Porovnaji se hodnoty Rf a barvy skvrn vzorku a chromatografovanych referencnich
latek.
V tabulce I jsou uvedeny piiklady hodnot Rf a barev skvrn pro jednotlivé latky
v zavislosti na pouZzitém rozpoustédle a indikatoru.
Nejisty dukaz je nékdy mozno potvrdit tak, ze se ptida roztok odpovidajici referencni
latky k extraktu vzorku.
5.2.5 Semikvantitativni odhad
Intenzita skvrn jednotlivych latek identifikovanych vbodé 5.2.4 se porovnava
vizualné s odpovidajicim rozsahem koncentraci referencnich latek.
Pti nadmérné vysoké koncentraci jedné nebo vice latek nalezenych ve vzorku se
extrakt vzorku zfedi a méfeni se opakuje.
TABULKA I
Hodnoty Rf a barvy ziskané bezprostiedné po vyvolani
Vyvijeci rozpoustédla Vyvolavaci roztoky
Hodnoty Rf Vysledné barvy
IIZ f]fzréngl(l)l) Diazo | Ehrlich |Dimethyl-| AgNO;
’ (3.22.1)](3.22.2) | (3.22.3) | (3.224) fenol
(3.23.1) | (3.23.2) | (3.23.3) | (3.23.4)
OPD 0,62 0,60 0,30 0,57 svétle — — svétle
hnéda hnéda
MPD 0,40 0,60 0,47 0,48 fialove zluta svétle svétle
hneda () hnéda | hneda
PPD 0,20 0,50 0,30 0,48 hnéda jasné fialova Seda
cervena
()
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Vyvijeci rozpoustédla Vyvolavaci roztoky
Hodnoty Rf Vysledné barvy
E&fzrénggl) Diazo | Ehrlich [Dimethyl-| AgNO;
T (3.22.1) | (3.22.2) | (3.22.3) | (3.22.4) fenol
(3.23.1) | (3.23.2) | (3.23.3) | (3.234)
OTD 0,60 0,60 0,53 0,60 |[hngda ()| svétle svétle Sedave
oranzova | hnéda hnéda
MTD 0,40 0,67 0,45 0,60 |Cervenavé| zluta hnéda ¢erna
hnéda ()
PTD 0,33 0,65 0,37 0,70 hnéda | oranzova |fialova ()| Sedd
DAP 0,07 — 0 0,05 |hndda (") | oranzova | fialova | hnéda
H 0,50 0,35 0,80 0,20 — oranzova | fialovad | ¢erna (*)
o-N 0,90 0,80 0,90 0,75 | oranzové — fialova (*) ¢erna
hnéda
P 0,37 — 0,67 0,05 hnéda velmi velmi | hnéda ()
svétle svétle
fialova hnéda
R 0,50 0,37 0,80 0,17 |oranzova| svétle velmi svétle
) fialova | svétle | hn&da
hnéda
Poznamka

1. OPD se ukazuje pouze slab&; musi se pouzit rozpoustédlo (3.22.3), aby se jasné odlisil od

OTD.

2. (") Oznaduje nejlépe vyvolané barvy.

6. ZKOUSKA DVOUROZMERNOU CHROMATOGRAFII NA TENKE VRSTVE

Tato metoda dvourozmérné chromatografie vyzaduje pouziti dalSich standardi a
reakcnich Cinidel.

6.1

6.1.1
6.1.2
6.1.3
6.1.4
6.1.5
6.1.6

Dalsi referencni roztoky a latky
B-naftol (B-N)
2-aminofenol (OAP)
3-aminofenol (MAP)
4-aminofenol (PAP)
2-nitro-1,4-fenylendiamin (2-NPPD)
4-nitro-1,2-fenylendiamin (4-NOPD)

Pripravi se 0,5 % (m/V) roztoky vSech dalSich referencnich latek zptisobem
popsanym v bod¢ 3.21.

6.2
6.2.1

Dalsi vyvijeci rozpoustédlo

Ethylacetat — cyklohexan — 25 % roztok amoniaku (65 : 30 : 0,5, V/V/V)
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6.3

6.4
6.4.1

6.4.2

6.4.3

6.4.4

6.4.5

Dalsi detekéni systém

Do vyvijeci komory pro chromatografii na tenké vrstvé se vlozi sklenéna nadobka,
pridaji se asi 2 g krystalického jodu a komora se uzavie odpovidajicim vikem.

Chromatografie

Podle obrazku 6 se na desce pro chromatografii na tenké vrstvé (4.1.3) vyznaci na
stran¢ s adsorbentem dv¢ linky.

V dusikové atmosfére (4.1.1) se nanese 1 az 4 pl extraktu (5.1) do zakladniho bodu 1
(obr. 6), ktery lezi asi 2 cm od obou okrajii. Mnozstvi extraktu zavisi na intenzité
skvrn na chromatogramech podle bodu 5.2.

Mezi body 2 a 3 (obr. 6) se nanesou oxidacni barviva identifikovana nebo pokladana
za identifikovand podle bodu 5.2 (vzdalenost mezi body je 1,5 cm). Nanasi se 2
kazdého referencniho roztoku — kromé DAP, ktery je nutno nanést v objemu 6 pl.
Nanaseni se provadi v atmosféte dusiku (6.4.2).

Postup podle bodu 6.4.3 se opakuje v zakladnich bodech 4 a 5 (obr. 6) a deska se
uchovava pod dusikem az do zahdjeni vyvolavani chromatogramu (vzdalenost mezi
body je 1,5 cm).

Chromatograficka komora se proplachne dusikem (3.8) a umisti se do ni vhodné
mnozstvi vyvijeciho rozpoustédla 3.22.2. Deska (6.4.4) se vlozi do komory a vyviji se
ve tm¢ v prvnim vyvijecim sméru (obr. 6).

Vyviji se, dokud celo rozpoustédla nedosahne linie vyznacené na desce (ptiblizn€ 13 cm).

6.4.6

6.4.7

6.4.8

Deska se z komory vyjme a umisti do jiného chromatografické komory, pfedem
proplachnuté dusikem, aby se vyvijeci rozpoustédlo odpatovalo alespoii 60 minut.

Pomoci délené zkumavky se do komory pfedem proplachnuté dusikem (3.8) vnese
vhodné mnozstvi vyvijeciho rozpoustédla (6.2), do komory se vlozi deska otoCena
090° (6.4.6) a chromatogram se vyviji ve druhém sméru (opét ve tm¢), dokud celo
rozpoustédla nedosahne linie vyznacené na stran¢ s adsorbentem. Deska se vyjme
z komory a rozpoustédlo se necha odpafit na vzduchu.

Deska se na 10 minut umisti do chromatografické komory obsahujici pary jodu (6.3) a
dvourozmérny chromatogram se interpretuje s vyuzitim hodnot Rf a barev soucasné
chromatografovanych referencnich latek (barvy skvrn jsou uvedeny v tabulce II).

Poznamka

Nejlepsiho vybarveni skvirn se dosdhne tehdy, ponecha-li se po vyvijeni
chromatogram v atmosféfe po dobu pil hodiny.

6.4.9 Pritomnost oxidacnich barviv nalezenych podle bodu 6.4.8 je mozno definitivné

potvrdit opakovanim postupu popsaného v bodech 6.4.1 az 6.4.8, kdy se
v zékladnim bod¢€ 1 pfes mnozstvi extraktu podle bodu 6.4.2 nanese 1 pl
referenénich latek identifikovanych vbodé 6.4.8. Neobjevi-li se oproti
chromatogramu ziskaného podle bodu 6.4.8 Zadna jind skvrna, je interpretace
chromatogramu podle bodu 6.4.8 spravna.

TABULKA II
Barvy referencnich latek po chromatografii a vyvijeni parami jodu
Referencni latky Barvy po vyvijeni parami jodu
R bézova
P hnéda

35



Referencni latky Barvy po vyvijeni parami jodu
o-N fialova
B-N svétle hnéda
H fialové hnéda
MPD Zlutaveé hnéda
PPD fialové hnéda
MTD tmaveé hnéda
PTD Zlutaveé hnéda
DAP tmaveé hnéda
OAP oranzova
MAP Zlutaveé hnéda
PAP fialové hnéda
2-NPPD hnéda
4-NOPD oranzova
Smér I
T F
$ =m 1.5 em
5
r
L
13 em .E
E
i
1.5 em
1 ¥
r' L [ [
lem
¥
F Hn_j__ 11 em em N
Obrazek 6
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KVALITATIVNI A KVANTITATIVNI STANOVENI DUSITANU
(Smérnice komise 82/434/EHS ze 14. kvétna 1982)

A. KVALITATIVNI STANOVENI

1.

3.1

32

3.3
3.4

4.1
4.2
43
4.4
4.5
4.6

5.1

52

53

54

ROZSAH A OBLAST POUZITI

Tato metoda je vhodnd ke kvalitativnimu stanoveni dusitand v kosmetickych
prostiedcich, zejména v krémech a pastach.

PRINCIP

Pritomnost dusitanu indikuje vznik zbarvenych derivati
s 2-aminobenzaldehyd-fenylhydrazonem (NitrinlJ).

REAKCNI CINIDLA

Vsechna reakéni ¢inidla musi byt Cistoty p. a.

Ziedéna kyselina sirova: 2 ml koncentrované kyseliny sirové (dﬁ0 ==1,84 g/ml) se
ziedi 11 ml destilované vody.

Ztedéna kyselina chlorovodikova: 1 ml koncentrované kyseliny chlorovodikové (dio
= 1,19 g/ml) se zfedi 11 ml destilované vody.

Methanol

Roztok 2-aminobenzaldehyd-fenylhydrazonu (reakcni ¢inidlo NitrinlJ) v methanolu

Navazi se 2,0 g NitrinulJ a pfevede se kvantitativn¢ do odmérné banky na 100 ml. Po
kapkach se pridaji 4 ml zfedéné kyseliny chlorovodikové (3.2) a protiepe se. Doplni
se po rysku methanolem a mich4, dokud se roztok upln€¢ nevycefi. Roztok se
uchovava v hnédé sklenéné lahvi (4.3).

PRISTROJE A POMUCKY
Kadinky na 50 ml

Odmérna banka na 100 ml
Hnéd4 sklenénd lahev na 125 ml
Sklenéna deska, 10 x 10 cm
Spachtle z plastu

Filtra¢ni papir, 10 x 10 cm
POSTUP

Cast analyzovaného vzorku se rovnomérmné rozetie na sklenénou desku (4.4) tak, aby
byl povrch pokryt vrstvou nejvyse 1 cm silnou.

List filtraéniho papiru (4.6) se nasédkne destilovanou vodou. Polozi se na vzorek a
pritiskne Spachtli z plastu (4.5).

Pocka se asi jednu minutu a do stfedu filtracniho papiru se nanesou:
- 2 kapky ziedéné kyseliny sirové (3.1),
- poté dve kapky roztoku Nitrinull (3.4).

Po péti az 10 sekundach se filtracni papir odstrani a prohlédne se proti dennimu
svétlu. Cervenofialové zbarveni indikuje pfitomnost dusitanti.
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Je-li obsah dusitani nizky, zméni se ¢ervenofialové zbarveni béhem péti az 15 sekund
na zluté. Je-li ptfitomno velké mnozstvi dusitantl, dojde k této barevné zmeéné az po

jedné nebo dvou minutach.

POZNAMKA

Intenzita Cervenofialového zbarveni a doba, kterd uplyne pied zménou na zlutou,
naznacuji obsah dusitanti ve vzorku.

B. KVANTITATIVNI STANOVENI

1.

4.1
4.1.1

4.2

43
4.4

4.5
4.6

ROZSAH A OBLAST POUZITI
Metoda popisuje kvantitativni stanoveni dusitand v kosmetickych prosttedcich.
DEFINICE

Obsah dusitand ve vzorku, stanoveny touto metodou, se vyjadfuje v hmotnostnich
procentech dusitanu sodného.

PRINCIP

Po zfedéni vzorku vodou a vycefeni se necha probéhnout reakce pritomnych dusitant
se sulfanilamidem a N-1-naftylethylendiaminem a absorbance vzniklého zbarveni se

vvvvv

REAKCNI CINIDLA

Vsechna reakéni ¢inidla musi byt Cistoty p. a.

Cefidla: tato ¢inidla nelze pouzivat déle nez jeden tyden po piipravé.
Carrezovo ¢inidlo I:

106 g kyanoZeleznatanu draselného K Fe(CN)g-3H,O se rozpusti v destilované vodé a
ziedi vodou na 1000 ml.

Carrezovo ¢inidlo II:

219,5 g octanu zine¢natého Zn(CH;COO),-2H,0 a 30 ml ledové kyseliny octové se
rozpusti v destilované vod¢ a ziedi vodou na 1000 ml.

Roztok dusitanu sodného:

0,500 g dusitanu sodného se rozpusti v destilované vodé v odmérné bance na 1000 ml
a doplni se vodou po rysku. 10,0 ml tohoto zasobniho standardniho roztoku se ziedi
na 500 ml; 1 ml vysledného roztoku = 10 mikrogrami NaNO,.

Roztok hydroxidu sodného, 1N
Roztok sulfanilamid—hydrochloridu, 0,2%:

2,0 g sulfanilamidu se za zahfivani rozpusti v 800 ml vody. Po ochlazeni se za
michani pfidd 100 ml koncentrované kyseliny chlorovodikové. Ziedi se vodou na
1000 ml.

Kyselina chlorovodikova, SN
N-1-naftylové ¢inidlo:

Tento roztok se musi pfipravit v den pouziti. Rozpusti se 0,1 g dihydrochloridu
N-naftylethylendiaminu ve vodé¢ a ziedi se vodou na 100 ml.

PRISTROJE A POMUCKY
Analytické vahy
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52
53
54
5.5
5.6
5.7
5.8
59
5.10

6.1

6.2

6.3

6.4
6.5

6.6

6.7

6.8

6.9

6.10

Odmérné banky na 100, 250, 500 a 1000 ml
Nedélené nebo delené pipety

Odmérné valce na 100 ml

Skladany filtracni papir, bez dusitanti, pramér 15 cm
Vodni lazen

Spektrofotometr a kyvety s optickou drahou 1 cm
pH-metr

Mikrobyreta na 10 ml

Kadinky na 250 ml

POSTUP

S piesnosti na 0,1 mg se navazi asi 0,5 g (m gramti) homogenizovaného vzorku,
kvantitativné se pfevede horkou destilovanou vodou do kadinky na 250 ml (5.10) a
doplni horkou destilovanou vodou asi na 150 ml. Kadinka (5.10) se na pul hodiny
vlozi do vodni lazné (5.6) vyhiaté na 80 °C. Béhem této doby se obsah obcas
protiepe.

Ochladi se na pokojovou teplotu a postupné se za michani ptidaji 2 ml Carrezova
¢inidla I (4.1.1) a 2 ml Carrezova €inidla II (4.1.2).

Ptidava se IN roztok hydroxidu sodného (4.3), dokud se pH neupravi na 8,3. (Pouzije
se pH-metr (5.8)). Obsah se kvantitativné prevede do odmérné baiiky na 250 ml (5.2)
a doplni destilovanou vodou po rysku.

Obsah se promiché a zfiltruje pres skladany papirovy filtr (5.5).

Do odmérné banky na 100 ml (5.2) se odpipetuje (5.3) odpovidajici alikvotni Cast
(V mililitrr) ¢irého filtratu, avSak ne vice nez 25 ml, a doplni se destilovanou vodou
na objem 60 ml.

Po promichani se pfida 10,0 ml roztoku sulfanilamid-hydrochloridu (4.4) a poté
6,0 ml 5N kyseliny chlorovodikové (4.5). Promicha se a ponecha stat pét minut.
Pridaji se 2,0 ml N-1-naftylového ¢inidla (4.6), promicha se a ponecha stat tii minuty.
Ziedi se vodou po rysku a promicha.

Pipravi se slepy pokus opakovanim operaci popsanych v bodech 6.5 a 6.6 bez
pridavku N-1-naftylového cinidla (4.6).

Zméti se (5.7) absorbance roztoku piipraveného podle bodu 6.6 pii 538 nm proti
roztoku ze slepého pokusu (6.7).

Z kalibrac¢niho grafu (6.10) se odecte obsah dusitanu sodného v mikrogramech na
100 ml roztoku (m; mikrogramti), odpovidajici absorbanci zmétené podle bodu 6.8.

S vyuzitim roztoku dusitanu sodného o koncentraci 10 pg na ml (4.2) se sestroji
kalibracni graf pro koncentrace 0, 20, 40, 60, 80 a 100 pg dusitanu sodného ve
100 ml.

VYPOCET

Obsah dusitanu sodného ve vzorku vyjadieny v hmotnostnich procentech se vypocte
pomoci nasledujiciho vzorce:

250

% NaN02 :Tx m, XIO_G X 100 = m,

m _VXmX4O
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43
4.4

kde:

m= hmotnost vzorku odebraného pro analyzu v gramech (6.1),

m; = obsah dusitanu sodného v mikrogramech zjistény podle bodu 6.9,
V = pocet mililitrt filtratu pouzitého pro méteni (6.5).
OPAKOVATELNOST®

Pro vyrobky obsahujici asi 0,2 % (m/m) dusitanu sodného nesmi rozdil mezi
vysledky dvou paralelnich stanoveni na stejném vzorku piekrocit absolutni hodnotu
0,005 %.

KVANTITATIVNI STANOVENI RESORCINOLU
V SAMPONECH A VLASOVYCH LOTIONECH

(Smérnice komise 82/434/EHS ze 14. kvétna 1982)

ROZSAH A OBLAST POUZITI

V této metodé je specifikovano kvantitativni stanoveni resorcinolu v Samponech a
vlasovych lotionech plynovou chromatografii. Metoda je vhodna pro koncentrace od
0,1 az do 2,0 hmotnostnich procent vzorku.

DEFINICE

Obsah resorcinolu stanoveny ve vzorku touto metodou se vyjadiuje v hmotnostnich
procentech.

PRINCIP

Resorcinol a 3,5-dihydroxytoluen (5-methylresorcinol), piidavany jako wvnitini
standard, se ze vzorku odd€li chromatografii na tenké vrstvé. Ob¢ slouCeniny se
izoluji seskrabanim jejich skvrn z horni vrstvy desky a extrakci methanolem. Nakonec
se vyextrahované slouCeniny vysusi, podrobi silylaci a stanovi se plynovou
chromatografii.

REAKCNI CINIDLA

Vsechna reakéni ¢inidla musi byt Cistoty p. a.
Kyselina chlorovodikova, 25% (m/m)
Methanol

Ethanol, 96 % (V/V)

Hotové silikagelové TLC desky (plastové nebo hlinikové) s fluorescencnim
indikatorem. Desky se deaktivuji nasledujicim postupem: normalni silikagelova deska
se nastiika vodou, dokud se povrch neleskne. Nastiikané desky se nechaji schnout pii
pokojové teploté jednu az tii hodiny.

Poznamka

Bez deaktivace muze dochazet ke ztratdm resorcinolu v dusledku ireverzibilni
adsorpce na silikagelu.

3 Viz CSN IS0 5725
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4.5
4.6

4.7

4.8

4.9

4.9.1
49.2
493

5.1
52

6.1
6.1.1

6.14
6.1.5

6.1.7

Vyvijeci rozpoustédlo: aceton — chloroform — kyselina octova (20 : 75 : 5, V/V/V).

Standardni roztok resorcinolu: rozpusti se 400 mg resorcinolu ve 100 ml 96%
ethanolu (4.3) (1 ml odpovidéa 4000 pg resorcinolu).

Roztok wvnitiniho standardu: rozpusti se 400 mg 3,5-dihydroxytoluenu (DHT) ve
100 ml 96% ethanolu (4.3) (1 ml odpovida 4000 ug DHT).

Smés standardli: v odmérné baiice na 100 ml se smicha 10 ml roztoku 4.6 a 10 ml
roztoku 4.7, doplni se po rysku 96% ethanolem (4.3) a promichd (1 ml roztoku
odpovida 400 pg resorcinolu a 400 pg DHT).

Silylaéni Cinidla:

N,O-bis(trimethylsilyl)trifluoracetamid (BSTFA)

Hexamethyldisilazan (HMDS)

Trimethylchlorsilan (TMCS)

PRISTROJE A POMUCKY

Obvyklé vybaveni pro chromatografii na tenké vrstvé a plynovou chromatografii
Sklenéné laboratorni nadobi

POSTUP

Ptiprava vzorku

Do kadinky na 150 ml se pfesn¢ navazi zkuSebni vzorek (m gramil) prostredku, ktery
obsahuje asi 20 az 50 mg resorcinolu.

Okyseli se kyselinou chlorovodikovou (4.1) do kyselé reakce (je potieba pfiblizné 2
az 4 ml), prida se 10 ml (40 mg DHT) roztoku vnitiniho standardu (4.7) a promicha
se. Ethanolem (4.3) se pievede do odmérné banky na 100 ml, doplni se ethanolem po
rysku a promicha.

250 ul roztoku (6.1.2) se nanese na deaktivovanou desku se silikagelem (4.4) jako
nepferusovana linie o délce piiblizné 8 cm. Je tfeba dbat na to, aby linie byla co
nejuzsi.

Na stejnou desku se stejnym zptsobem (6.1.3) nanese 250 pl smési standardu (4.8).

Do dvou bodu startovaci linie se nanese po 5 pl roztokd 4.6 a 4.7 kusnadnéni
lokalizace skvrn po vyvolani.

Deska se vyviji v nenasycené komoie naplnéné vyvijecim rozpoustédlem (4.5), dokud
¢elo rozpoustédla nedosahne vzdalenosti 12 cm od startovaci linie; obvykle to trva asi
45 minut. Deska se usus$i na vzduchu a zona resorcinolu/DHT se lokalizuje pod
kratkovinnym UV svétlem (254 nm). Ob¢ tyto slouceniny maji piiblizné stejnou
hodnotu Rf. Poloha past se vyznaci tuzkou ve vzdalenosti 2 mm od vnéjSiho tmavého
rozhrani pasi. Tyto zony se z desky odstrani a adsorbenty kazdého pasu se shromazdi
v lahvi na 10 ml.

Adsorbent obsahujici vzorek a adsorbent obsahujici smés standardi se extrahuji
nasledujicim zptisobem:

Pridaji se 2 ml methanolu (4.2) a extrahuje se jednu hodinu za neustalého michdni. Smés se

6.1.8

6.1.9

zfiltruje a extrakce se opakuje po dobu dalSich 15 minut se 2 ml methanolu.

Extrakty se spoji a rozpoustédlo se necha ptes noc odpafit ve vakuovém exsikatoru
naplnéném vhodnym susicim prostiedkem. Nezahiivat.

Odparky (6.1.8) se silyluji zpisobem popsanym v bod¢ 6.1.9.1 nebo 6.1.9.2.
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6.1.9.1

6.1.9.2

6.2
6.2.1

6.2.2

Mikrosttikackou se prida 200 pl BSTFA (4.9.1) a smés se necha v uzaviené nadobé
12 hodin pii pokojové teploté.

Mikrosttikackou se postupné pirida 200 pl HMDS (4.9.2) a 100 pl TMCS (4.9.3),
smés se zahfiva v uzaviené nadobé 30 minut na 60 °C. Smés se ochladi.

Plynova chromatografie
Chromatografické podminky

Kolona musi poskytovat rozliSeni R rovné nebo lepsi nez 1,5, kde:

R = 2d'(r, - )
w, +w,
kde:
riar, = retencni Casy dvou pikll v minutach,

wiaw, = Sitky pikti v poloviné vysky pikti v mm,
dl

Naésledujici kolona a podminky pro plynovou chromatografii se ukazaly jako vhodné:

rychlost posuvu papiru v mm za minutu.

Material kolony: nerezova ocel

Délka 200 cm

Vnitini primér: =~ 3 mm

Napli: 10% OV-17 na Chromosorbu WAW, 100 az 120 mesh
Plamenovy ioniza¢ni detektor

Teplotni rezim:

Kolona: 185 °C (izotermalni)
Detektor: 250 °C
Nasttik: 250 °C

Nosny plyn:  dusik
Pritok: 45 ml/min
Pritoky vodiku a vzduchu se nastavi podle pokynti vyrobce.

Do plynového chromatografu se nastiikne 1 az 3 pl roztokl pfipravenych podle bodu
6.1.9. Pro kazdy roztok (6.1.9) se provede pét nastiikli, zméfi se plochy piki, vypocte
se pramér a pomér ploch piki: S = plocha piku resorcinolu/plocha piku DHT.
VYPOCET

Koncentrace resorcinolu ve vzorku, vyjadiena v hmotnostnich procentech (% m/m),
je dana vztahem:

4 S

% resorcinolu = — X vzorku
M Ss tan dardnismési
kde:
M = hmotnost zkusebniho vzorku v gramech (6.1.1),
Sy zorku = prumérna plocha piku (6.2.2) pro roztok vzorku,
Standardni smési = prumé&rna plocha piku (6.2.2) pro smés standardu.
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6.1.1

OPAKOVATELNOST®

Pro vyrobky obsahujici asi 0,5 % (m/m) resorcinolu nesmi rozdil mezi vysledky
dvou paralelnich stanoveni na stejném vzorku piekrocit absolutni hodnotu 0,025 %.

KVANTITATIVNI STANOVENI METHANOLU
VZHLEDEM K ETHANOLU NEBO PROPAN-2-OLU

(Smérnice komise 82/434/EHS ze 14. kvétna 1982)

ROZSAH A OBLAST POUZITI

V metod¢ je popsana analyza methanolu ve vSech typech kosmetickych prostredkt
(vCetné aerosoll) plynovou chromatografii.

Metodou je mozno stanovit relativni hladiny od 0 do 10 %.
DEFINICE

Obsah methanolu, stanoveny podle této metody, se vyjadiuje v hmotnostnich
procentech methanolu vzhledem k ethanolu nebo propan-2-olu.

PRINCIP

Stanoveni se provadi plynovou chromatografii.

REAKCNI CINIDLA

Vsechna reakéni ¢inidla musi byt Cistoty p. a.

Methanol

Absolutni ethanol

Propan-2-ol

Chloroform zbaveny alkoholli promytim vodou

PRISTROJE A POMUCKY

Plynovy chromatograf:

s tepelné vodivostnim detektorem (katarometr) pro aerosolové vzorky,
s plamenovym ioniza¢nim detektorem pro jiné nez aerosolové vzorky.
Odmeérné banky na 100 ml

Pipetyna2 ml, 20 mla 0 az 1 ml

Mikrostiikacky na 0 az 100 pla 0 az 5 pl

a (pouze pro aerosolové vzorky) specialni plynotésna injekéni stfikacka s posuvnym
ventilem (viz obrazek 5, kapitola ,,Ptiprava vzorki v laboratoii*).

POSTUP
Ptiprava vzorku

Vzorky z prosttedkli v obalech na aerosoly se odebiraji postupem podle
kapitoly ,,Ptiprava vzorkli v laboratofi* a poté se analyzuji plynovou chromatografii
za podminek popsanych v bod¢ 6.2.1.

3 Viz CSN IS0 5725
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6.1.2 Vzorky jinych neZz aerosolovych prostfedkti, odebiranych postupem podle vySe
uvedené kapitoly ,,Priprava vzorkd v laboratofi®, se ziedi vodou na koncentraci 1 az
2 % ethanolu ¢i propan-2-olu a poté se analyzuji plynovou chromatografii za
podminek popsanych v bod¢ 6.2.2.

6.2 Plynova chromatografie
6.2.1 Pro aerosolové vzorky se pouzije tepeln¢ vodivostni detektor (katarometr).
6.2.1.1 Néaplni kolony je 10 % Hallcomid M18 na Chromosorbu WAW, 100 az 200 mesh.

6.2.1.2 Kolona musi poskytovat rozliSeni R rovné nebo lepsi nez 1,5, kde:

R =2 d'r, -d'r,
w, tw,
kde:
riar, =retencni ¢asy dvou pikli v minutach,

w; aw, = Sitky pikd v poloviné vysky pikd v mm,

d = rychlost posuvu papiru v mm za minutu.

6.2.1.3 Tohoto rozliSeni je mozno dosdhnout za nasledujicich podminek:

Material kolony: nerezova ocel
Délka: 3,5 metru
Promér: 3 mm

Proud mustkem katarometru: 150 mA

Nosny plyn: helium
Tlak: 2,5 bar
Prutok: 45 ml/min

Teplotni rezim:

Nastiik: 150 °C
Detektor: 150 °C
Kolona: 65 °C

Meéteni plochy pikll je mozno vylepsit elektronickou integraci.
6.2.2 Jiné nez aerosolové vzorky:

6.2.2.1 Naplni kolony je Chromosorb 105 nebo Porapak QS; pouzije se plamenovy
ioniza¢ni detektor.

6.2.2.2 Kolona musi davat rozliSeni R rovné nebo lepsi nez 1,5,

kde:
' -
R =2 d'r, -d'r,
w, tw,
riar, =retencni Casy dvou pikli v minutach

wiaw, = S§ifky pikti v poloviné vysky pikti v mm,
d = rychlost posuvu zaznamu v mm za minutu.

6.2.2.3 Tohoto rozliSeni je mozno dosahnout za nasledujicich podminek:
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7.2

Material kolony: nerezova ocel
Délka: 2 metry
Primér: 3 mm

Citlivost elektrometru: 8x107'° A

Plyny:

Nosny plyn: dusik
Tlak: 2,1 bar
Pritok: 40 ml/min
Pomocny plyn: vodik
Tlak: 1,5 bar
Pritok: 20 ml/min

Teplotni rezim:

Nasttik: 150 °C

Detektor: 230 °C

Kolona: 120 az 130 °C
KALIBRACN{ GRAF

Pro plynovou chromatografii podle bodu 6.2.1 (naplin kolony Hallcomid M18) se
pouziji nasledujici standardni smési. Tyto smési se piipravi odméirenim pomoci pipet,
ale pfesné mnozstvi se stanovi zvaZzenim pipety nebo baiiky po kazdém piidani.

Relativni koncentrace Methanol Etﬁ)an:;_g?gf Doplnéno
(% m/m): (ml) P Izml) chloroformem na objem
Piiblizné 2,5 % 0,5 20 100 (ml)
Piiblizné 5,0 % 1,0 20 100 (ml)
Piiblizné 7,5 % 1,5 20 100 (ml)
Piiblizné 10,0 % 2,0 20 100 (ml)

Do chromatografu se nasttikuji 2 az 3 pl za podminek uvedenych v bodé 6.2.1.

Pro kazdou smés se vypoétou poméry ploch pikd (methanol/ethanol) nebo
(methanol/propan-2-ol). Sestroji se kalibracni graf vynesenim

na osu x: mnozstvi methanolu vzhledem k ethanolu nebo propan-2-olu v %
naosuy: pomér ploch piki (methanol/ethanol) nebo (methanol/propan-2-ol).

Pro plynovou chromatografii podle bodu 6.2.2 (napln kolony Porapak QS nebo
Chromosorb 105) se pouziji nasledujici standardni smési. Tyto smési se pripravi
odméfenim pomoci pipet, ale pfesné mnozstvi se stanovi zvazenim pipety nebo banky
po kazdém ptidani.
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Relativni koncentrace Methanol Ethanol nebo Doplnéno vodou
(% m/m): (1) propan-2-ol na objem
(ml)
Ptiblizné 2,5 % 50 2 100 (ml)
Priblizné 5,0 % 100 2 100 (ml)
Piblizné 7,5 % 150 2 100 (ml)
Ptiblizné 10,0 % 200 2 100 (ml)

Do chromatografu se nasttikuji 2 az 3 pl za podminek uvedenych v bod¢ 6.2.2.

Pro kazdou smés se vypoétou poméry ploch pikd (methanol/ethanol) nebo
(methanol/propan-2-ol) a sestroji se kalibrac¢ni graf vynesenim

na osu x: mnozstvi methanolu vzhledem k ethanolu nebo propan-2-olu v %
naosuy: pomer ploch pikli (methanol/ethanol) nebo (methanol/propan-2-ol).
Kalibra¢ni graf musi byt ptimkovy.

OPAKOVATELNOST®

Pro vyrobky obsahujici relativng asi 5 % (m/m) methanolu vzhledem k ethanolu nebo
propan-2-olu nesmi rozdil mezi vysledky dvou paralelnich stanoveni na stejném
vzorku piekrocit absolutni hodnotu 0,25 %.

KVALITATIVNI A KVANTITATIVNI STANOVENI
VOLNEHO FORMALDEHYDU

(Smérnice komise 90/207/EHS ze 4. duben 1990)

ROZSAH A OBLAST POUZITI

Tato metoda popisuje kvalitativni stanoveni a dva zpusoby kvantitativniho stanoveni
v zavislosti na tom, zda jsou ¢i nejsou pfitomny donory formaldehydu. Je pouzitelna
pro vSechny kosmetické prostiedky a sklada se ze tii Casti:

Kvalitativni stanoveni
Obecné kolorimetrické stanoveni pomoci pentan-2,4-dionu (acetylaceton)

Tato metoda se pouzivd v pfipadé, je-li pouzit formaldehyd samotny nebo
s konzervanty, které nejsou donory formaldehydu.

V opacném piipadé, a pokud vysledek piesahne nejvyssi povolenou koncentraci, musi
byt pouzita nésledujici metoda pro potvrzeni.

Kvantitativni stanoveni za pritomnosti donori formaldehydu

Pti pouziti vySe uvedené metody (1.2) se pfi derivatizaci donory formaldehydu $tépi,
coz vede k pfiliS§ vysokym vysledkim (vazany formaldehyd a formaldehyd

3 Viz CSN ISO 5725
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332

323

4.1

4.2
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422
423

v polymerni formé¢). Nejdiive se oddéli volny formaldehyd (vazany nebo v polymerni
form¢) kapalinovou chromatografii.

DEFINICE

Obsah volného formaldehydu ve vzorku stanoveny touto metodou se vyjadii
v hmotnostnich procentech.

KVALITATIVNI STANOVEN{
Podstata metody

Volny a véazany formaldehyd dava v prostiedi kyseliny sirové za piitomnosti
Schiffova ¢inidla zbarveni riizové nebo do lila.

Reak¢éni ¢inidla

Vsechna reakéni Cinidla musi byt Cistoty p.a. a pouzije se demineralizovand voda.
Fuchsin

Sifi¢itan sodny heptahydrat

Koncentrovana kyselina chlorovodikova (dio = 1,19 g/ml)

Kyselina sirova, asi 1M
Schiffovo cinidlo:

Do kadinky se navazi 100 mg fuchsinu (3.2.1) a rozpusti se v 75 ml vody o teplot¢
80 °C. Po ochlazeni se prida 2,5 g sifi¢itanu sodné¢ho heptahydratu (3.2.2) a 1,5 ml
kyseliny chlorovodikové (3.2.3). Objem se doplni do 100 ml.

Pouzitelnost do dvou tydnd.
Postup
Do kédinky na 10 ml se navazi 2 g vzorku.

Pridaji se dvé kapky kyseliny sirové (3.2.4) a 2 ml Schiffova ¢inidla (3.2.5). Toto
¢inidlo musi byt pii pouZiti naprosto bezbarvé.

Obsah se protiepe a necha stat 5 minut.

Objevi-li se do peti minut razové zbarveni nebo barva lila, je pfitomen formaldehyd
v mnozstvi vy$§im nez 0,01 % a musi byt stanoven volny a vazany formaldehyd
podle bodu 4. a v ptipadé potieby podle bodu 5.

OBECNE KOLORIMETRICKE STANOVENI FORMALDEHYDU POMOCI
PENTAN-2,4-DIONU

Princip

Formaldehyd reaguje s pentan-2,4-dionem v pfitomnosti octanu amonného za tvorby
3,5-diacetyl-1,4-dihydrolutidinu. Ten se extrahuje butan-1-olem a absorbance

Reak¢ni ¢inidla

Vsechna reak¢ni Cinidla musi byt Cistoty p.a. a pouzije se demineralizovand voda.
Bezvody octan amonny

Koncentrovana kyselina octova, (dio = 1,05 g/ml)

Pentan-2,4-dion, Cerstvé predestilovany za snizeného tlaku 25 mm Hg pfi 25 °C —
nesmi vykazovat zadnou absorpci pii 410 nm
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Butan-1-ol

Kyselina chlorovodikova, 1M
Kyselina chlorovodikova, asi 0,1M
Hydroxid sodny, 1M

Roztok skrobu, Cerstvé ptipraveny (1 g/50 ml vody) podle European Pharmacopoeia,
2. vydani 1980, ¢ast I-VI-1-1

37% az 40% (m/V) roztok formaldehydu
Odmérny roztok jodu, 0,05M

Odmérny roztok thiosiranu sodného, 0,1M
Cinidlo obsahujici pentan-2,4-dion:

V odmérné bance na 1000 ml se rozpusti:

- 150 g octanu amonného (4.2.1),

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

- ml kyseliny octové (4.2.2).

Doplni se na 1000 ml vodou (pH roztoku asi 6,4).
Toto ¢inidlo musi byt pfipraveno Cerstve.
Cinidlo (4.2.12) bez pfidavku pentan-2,4-dionu
Standardni roztok formaldehydu: zasobni roztok

5 g roztoku formaldehydu (4.2.9) se pfevede do odmérné banky na 1000 ml a doplni
se vodou na 1000 ml.

Koncentrace tohoto roztoku se stanovi takto:

Odebere se 10,00 ml; prida se 25,00 ml odmérného roztoku jodu (4.2.10) a 10,00 ml
roztoku hydroxidu sodného (4.2.7).

Necha se stat pét minut.

Okyseli se 11,00 ml HCI (4.2.5) a piebytek jodu se titruje odmérnym roztokem
thiosiranu sodného (4.2.11), jako indikator se pouZije roztok skrobu (4.2.8).

Spotteba 1 ml 0,05M odmémeého roztoku jodu (4.2.10) odpovidd 1,5 mg
formaldehydu.

Standardni roztok formaldehydu: ziedeny roztok

Zasobni roztok formaldehydu se zfedi vodou nejprve v poméru 1/20 a poté v pomeru
1/100. 1 ml vysledného roztoku obsahuje asi 1 g formaldehydu.

Presny obsah se vypocte.

Pristroje a pomucky

Obvyklé laboratorni vybaveni

Filtr pro separaci fazi, Whatman 1 PS (nebo ekvivalentni)
Odstredivka

Vodni lazen nastavend na teplotu 60 °C

Spektrofotometr

Sklenéné kyvety s délkou optické drahy 1 cm
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44
4.4.1

442

443

444
4.4.4.1

4.44.2

4443

4444

4445

Postup

Roztok vzorku

Do odmérné batiky na 100 ml se s ptesnosti na 0,001 g navazi mnozstvi zkusebniho
vzorku (v gramech) odpovidajici o¢ekavanému obsahu formaldehydu asi 150 ug.
Doplni se po rysku vodou a zamicha se (roztok S). (Je nutno ovéfit, zda je hodnota pH
asi 6; v opacném pripad¢ se ptida roztok kyseliny chlorovodikové (4.2.6).)

Do Erlenmeyerovy baiky na 50 ml se odmé&fi

10,00 ml roztoku S,
5,00 ml ¢inidla obsahujiciho pentan-2,4-dion (4.2.12),

doplni se demineralizovanou vodou na kone¢ny objem 30 ml.

Referencni roztok

Mozny rusivy vliv zakladniho zbarveni zkuSebniho vzorku se odstrani pouzitim
tohoto referencniho roztoku:

Do Erlenmeyerovy baiiky na 50 ml se piida

10,00 ml roztoku S,
5,00 ml ¢inidla (4.2.13),

demineralizovana voda na kone¢ny objem 30 ml.

Roztok pro slepy pokus

Do Erlenmeyerovy baiiky na 50 ml se prida:

5,00 ml ¢inidla obsahujiciho pentan-2,4-dion (4.2.13),

demineralizovana voda na kone¢ny objem 30 ml.

Stanoveni

Smesi pripravené podle bodi 4.4.1, 4.4.2 a 4.4.3 se protiepou. Erlenmeyerovy
banky se pfesné na 10 minut vlozi do vodni lazné vyhtaté na 60 °C. Nechaji se
vychladnout dvé minuty v lazni s ledovou vodou.

Obsah se prevede do d¢lici nalevky na 50 ml obsahujici 10,00 ml butan-1-olu
(4.2.4). Kazda banka se vyplachne 3 az 5 ml vody. Smes se piesn¢ 30 sekund
dikladné tiepe. Faze se nechaji oddélit.

Obsah se prefiltruje do méticich kyvet (4.3.2) pres filtr pro separaci fazi. Faze lze
rovnéz odstiedit (pti 3000 ot./min po dobu 5 minut).

Pti 410 nm se zméfi absorbance (A;) extraktu roztoku vzorku (4.4.1) proti extraktu
referen¢niho roztoku (4.4.2).

Obdobné se zméii absorbance (A;) extraktu roztoku slepého pokusu (4.4.3) proti
butan-1-olu.

Poznamka: Vsechny tyto operace musi byt provedeny do 25 minut od okamziku,
kdy byly Erlenmeyerovy baiiky vloZeny do 14zn€ vyhtaté na 60 °C.

4.4.5 Kalibracni krivka

4.45.1

Do Erlenmeyerovy baiiky na 50 ml se prida:
- 5,00 ml ztedéného standardniho roztoku podle bodu 4.2.15,
- 5,00 ml ¢inidla obsahujiciho pentan-2,4-dion (4.2.12),

- demineralizovand voda na celkovy objem 30 ml.
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4.4.5.2 Postupuje se tak, jak je popsano v bodé 4.4.4, a méfi se absorbance proti butan-1-olu
(4.2.4).

4.4.5.3 Postup se opakuje s 10, 15, 20 a 25 ml zfedéného standardniho roztoku (4.2.15).

4.4.54 Nulova hodnota (odpovidajici zabarveni reak¢nich Cinidel) se ziska postupem podle
bodu 4.4.4.5.

4.4.5.5 Po odecteni nulové hodnoty od kazdé hodnoty absorbance ziskané podle bodi
4.4.5.1 a 44.53 se sestroji kalibra¢ni kiivka. Beertiv zakon plati az do 30 pg
formaldehydu.

4.5 Vypocty

4.5.1 Od hodnoty A; se odeCte hodnota A, a zkalibra¢niho kiivky (4.4.5.5) se odeCte
mnozstvi C formaldehydu v roztoku vzorku (4.4.1) v ug.

4.5.2 Obsah formaldehydu ve vzorku (% m/m) se vypocte pomoci vzorce :

obsah formaldehydu v % (m/m) =

10° [
kde
m = hmotnost zkuSebniho vzorku v gramech.

4.6 Opakovatelnost”

Pro vyrobky obsahujici asi 0,2 % (m/m) formaldehydu nesmi rozdil mezi vysledky
dvou paralelnich stanoveni na stejném vzorku ptekro€it absolutni hodnotu 0,005 %
pro kolorimetrickou metodu s pentan-2,4-dionem.

Vede-li kolorimetrické stanoveni volného formaldehydu k vysledkiim vys$im nez je
nejvyssi ptipustna koncentrace podle vyhlasky Ministerstva zdravotnictvi ¢. 26/2001
Sb., o hygienickych pozadavcich na kosmetické prostiedky, o nalezitostech zadosti
o neuvedeni ingredience na obalu kosmetického prostiedku a o pozadavcich na
vzdélani a praxi fyzické osoby odpovédné za vyrobu kosmetického prostiedku
(o kosmetickych prostiedcich), tj.

a) 0,05 % az 0,2 % ve vyrobku, u néhoz neni obsah formaldehydu uveden na etiketé,
b) vice nez 0,2 % ve vyrobku s uvedenim obsahu formaldehydu, nebo bez n¢ho,

musi byt pouzito postupu podle bodu 5.

5. KVANTITATIVNI STANOVENI ZA PRITOMNOSTI DONORU FORMALDEHYDU
5.1 Princip

Oddéleny formaldehyd se pfevede na Zzluty derivat Ilutidinu reakci
s pentan-2,4-dionem v reaktoru za kolonou a absorbance vzniklého derivatu se méii
pti 420 nm.

52 Reak¢ni ¢inidla

Vsechna reak¢ni Cinidla musi byt Cistoty p.a. a pouzije se demineralizovand voda.
5.2.1 Voda cistoty pro HPLC nebo voda ekvivalentni kvality
5.2.2 Bezvody octan amonny

5.2.3 Koncentrovana kyselina octova

3 Viz CSN ISO 5725
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525

5.2.6

5.2.7

528

529

5.2.10
5.2.11
5.2.12
5.2.13
5.2.14
5.2.15
5.2.16

5.2.17

5.2.18

5.2.19

53
5.3.1

Pentan-2,4-dion (uchovava se pfi 4 °C)

Bezvody hydrogenfosfore¢nan disodny

Kyselina trihydrogenfosforecna, 85% (df‘0 = 1,7 g/ml)
Methanol Cistoty pro HPLC

Dichlormethan

Formaldehyd, 37% az 40% (m/V)

Hydroxid sodny, 1M

Kyselina chlorovodikova, 1M

Kyselina chlorovodikova, 0,002M

Roztok skrobu Cerstvé pripraveny podle European Pharmacopoeia (viz 4.2.8)
Odmérny roztok jodu, 0,05M

Odmérny roztok thiosiranu sodného, 0,1M

Mobilni faze:

Vodny roztok hydrogenfosforecnanu disodného (5.2.5), 0,006M, upraveny na pH 2,1
kyselinou trihydrogenfosfore¢nou (5.2.6)

Cinidlo do reaktoru za kolonou:

V odmérné baice na 1000 ml se rozpusti :

- 62,5 g octanu amonného (5.2.2),

- 7,5 ml kyseliny octové (5.2.3),

- 5 ml pentan-2,4-dionu (5.2.4).

Objem se doplni po rysku vodou (5.2.1).

Roztok se uchovava ve tmé.

Skladovatelnost: nejvyse tfi dny pti 25 °C.
Barva roztoku by se neméla ménit.

Standardni roztok formaldehydu: zasobni roztok

10 g roztoku formaldehydu (5.2.9) se pifevede do odmérné baitky na 1000 ml a doplni
se vodou na 1000 ml.

Koncentrace tohoto roztoku se stanovi takto:

Odebere se 5,00 ml; prida se 25,00 ml odmérného roztoku jodu (5.2.14) a 10,00 ml
roztoku hydroxidu sodného (5.2.10).

Necha se stat pét minut.

Okyseli se 11,00 ml HCI (5.2.11) a piebytek jodu se titruje odmérnym roztokem
thiosiranu sodného (5.2.15), jako indikator se pouzije roztok skrobu (5.2.13).

Spotieba 1 ml odmérného roztoku jodu (5.2.14) odpovida 1,5 mg formaldehydu.
Standardni roztok formaldehydu: zredeny roztok

Zasobni roztok formaldehydu se ziedi v poméru 1/100 mobilni fazi (5.2.16). 1 ml
vysledného roztoku obsahuje asi 37 pug formaldehydu. Piesny obsah se vypocte.

Pristroje a pomucky

Obvykl¢ laboratorni vybaveni
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532
533
534
535

53.6
5.3.7
53.8

539

5.3.10

5.3.11

53.12
5.3.13
53.14
5.3.15
5.3.16

Bezpulzni ¢erpadlo pro HPLC

Nizkotlaké bezpulzni ¢erpadlo pro ¢inidlo (ptipadné druhé cerpadlo pro HPLC)
Nastrikovaci ventil se smyckou o objemu 10 pl

Reaktor za kolonou obsahujici nasledujici prvky:

- jednolitrova tiihrdla banka,

- jednolitrové topné hnizdo,

- dv¢ kolony Vigreux o minimaln¢ 10 patrech, vzduchem chlazené,

- trubice znerezové oceli (slouzici jako vyménik tepla) 1,6 mm, vnitini pramér
0,23 mm, délka 400 mm,

- teflonova trubice 1,6 mm, vnitini primér 0,23 mm, délka 5 m (francouzské pletivo
—viz priloha 1),

- jeden dil ve tvaru T bez mrtvého objemu (Valco nebo ekvivalentni),
- tfi spojky bez mrtvého objemu,

nebo: jeden modul za kolonou Applied Biosystems PCRS 520 nebo ekvivalentni
s reaktorem o objemu 1 ml.

Membranovy filtr, velikost pord 0,45 um
Patrona SEP-PAK® C5 nebo ekvivalentni
Hotové kolony:

- Bischoff Hypersil RP 18 (typ NC cislo C 25.46 1805),
(5 um, délka 250 mm, vnitini primér 4,6 mm),

- nebo DuPont, Zorbax ODS
(5 um, délka 250 mm, vnitini primér 4,6 mm),

- nebo Phase SEP, spherisorb ODS 2
(5 um, délka 250 mm, vnitini pramér 4,6 mm).

Predkolona

Bischoff K; hypersil RP 18 (typ K1 G 6301 1805)
(5 pm, délka 10 mm) nebo ekvivalentni.

Kolona a piedkolona se spoji systémem Ecotube (typ A 15020508 Bischoff) nebo
ekvivalentnim.

Aparatura (5.3.3) se sestavi podle blokového schématu v ptiloze 2.

Spoje za nastiikovacim ventilem musi byt co nejkratsi. V tomto piipad¢ ma trubka
z nerezové oceli mezi vystupem z reaktoru a vstupem do detektoru ochladit smés pred
detekcf; teplota detektoru neni znama, ale je konstantni.

Detektor pro viditelnou a UV oblast
Zapisovac

Odstredivka

Ultrazvukova lazen

Vibra¢ni michadlo (Vortex nebo ekvivalentni)
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542
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Postup
Kalibracni krivka
Sestroji se vynesenim vySek pikd jako funkce koncentrace ziedénych

formaldehydovych kalibra¢nich roztoku.

Kalibra¢ni roztoky se ptipravi ziedénim standardniho roztoku formaldehydu (5.2.19)
mobilni fazi (5.2.16):

- 1,00 ml roztoku (5.2.19) se ziedi na 20,00 ml (asi 185 pg/100 ml)

- 2,00 ml roztoku (5.2.19) se ziedi na 20,00 ml (asi 370 pg/100 ml)

- 5,00 ml roztoku (5.2.19) se zfedi na 25,00 ml (asi 740 pg/100 ml)

- 5,00 ml roztoku (5.2.19) se ziedi na 20,00 ml (asi 925 pug/100 ml).

Kalibracni roztoky se ponechaji asi jednu hodinu stat pfi pokojové teploté a musi byt
Cerstvé pripraveny. Kalibra¢ni kiivka je linearni pro koncentrace od 1,00 do
15,00 pg/ml.

Priprava vzorki

Emulze (krémy, make-up, o¢ni stiny)

Do odmérné banky na 100 ml s uzdvérem se s piesnosti na 0,001 g navazi zkusebni
vzorek (m gramt) odpovidajici o¢ekavanému obsahu 100 pug formaldehydu. Prida
se presn¢ 20,00 ml dichlormethanu (5.2.8) a 20,00 ml kyseliny chlorovodikové
(5.2.12). Promicha se pomoci vibraéniho michadla (5.3.16) a v ultrazvukové lazni
(5.3.15). Faze se oddéli odstiedénim (dvé minuty pti 3000 g). Mezitim se promyje
patrona (5.3.7) 2 ml methanolu (5.2.7) a kondicionuje se 5ml vody (5.2.1).
Kondicionovanou patronou se nechaji protéci 4 ml vodné faze extraktu, prvni dva
mililitry se odstrani a nasledujici podil se zachyti.

Pletové lotiony, Sampony

Do odmérné banky na 100 ml s uzédvérem se s piesnosti na 0,001 g navazi zkuSebni
vzorek (m gramti) odpovidajici o¢ekavanému obsahu 500 pug formaldehydu.

Doplni se po rysku mobilni fazi (5.2.16).

Roztok se zfiltruje pies filtr (5.3.6) a nastiikne, nebo se necha protéci patronou

predem kondicionovanou podle bodu 5.4.2.1. VSechny roztoky musi byt nastiiknuty

ihned po pfiprave.

Chromatografické podminky

- Prutok mobilni faze: 1,0 ml/min,

- Pratok ¢inidla: 0,5 ml/min,

- Celkovy prutok na vystupu z detektoru: 1,5 ml/min,

- Objem nastiiku: 10 pl,

- FElu¢ni teplota: u obtiznych separaci se kolona ponoii do ledové lazné a vycka se

do ustaleni teploty (15 az 20 minut),

- Teplota reakce za kolonou: 100 °C,

- Detekce: pti 420 nm.

Pozndamka: Cely chromatograficky systém a systém za kolonou je nutno po pouZiti
proplachnout vodou (5.2.1). Nepouzije-li se systém do dvou dnti, musi
po tomto proplachu nasledovat jest¢ proplachnuti methanolem (5.2.7).

Pfed novym kondicionovanim se systémem necha protéci voda, aby se
zabranilo rekrystalizaci.
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5.5 Vypocet
Emulze: (5.4.2.1):
Obsah formaldehydu v % (m/m):
caoo™®moo _coo™
Sm Sm

Pletové lotiony a Sampony:
V tomto piipad¢ plati vzorec:

coo*moo _coo™
m m

kde

m= hmotnost analyzovaného vzorku v gramech (5.4.2.1),

C= koncentrace formaldehydu v pg/100 ml odectena z kalibra¢ni kiivky (5.4.1).
5.6  Opakovatelnost”

Pro vyrobky obsahujici asi 0,05 % (m/m) formaldehydu nesmi rozdil mezi vysledky
dvou paralelnich stanoveni na stejném vzorku piekrocit absolutni hodnotu 0,001 %.

Pro vyrobky obsahujici asi 0,2 % (m/m) formaldehydu nesmi rozdil mezi vysledky
dvou paralelnich stanoveni na stejném vzorku piekrocit absolutni hodnotu 0,005 %.

Priloha 1

POKYNY PRO ZHOTOVENI ,,FRANCOUZSKEHO PLETIVA*

NEZBYTNE PRISLUSENSTVI]

- Dfevéna navijeci civka:
vnéj§i prumér 5cm s otvorem o praméru 1,5 cm uprostied. Civka se opatii Ctyfmi
ocelovymi hiebiky (podle obrazkid 7 a 8). Vzdalenost mezi dvéma hiebiky musi byt 1,8 cm
a musi byt ve vzdalenosti 0,5 cm od sttedového otvoru;

- jedna pevna zahnuta jehla (hacek) k protahovani teflonové kapilary;
- 5 mteflonové kapilary o priméru 1,6 mm, vniténiho priméru 0,3 mm.
POSTUP:

Ptred zhotovenim ,,francouzského pletiva® musi byt teflonova kapilara protazena stredovym
otvorem od horniho konce civky k dolnimu konci (asi 10 cm kapildry se nechd vycnivat
z dolniho konce civky, coz umozni protadhnout fetizek béhem pleteni); poté se kapilara ovine
kolem ctyt hrebikl, jak je zndzornéno na obrazku 9.

Horni a dolni ¢ast pletiva bude chranéna kovovymi krouzky a stahovacimi Srouby; pfi
utahovani je tfeba dbat na to, aby se teflon neposkodil. Kapilara se podruhé ovine kolem
kazdého hiebiku a nasledujicim zplisobem se vytvoii ,,steh®:

- spodni ¢ast kapilary se hackem ptetdhne pres horni Cast kapilary (obrazek 10). Toto se

postupné opakuje u kazdého hitebiku (1, 2, 3 a 4 proti sméru hodinovych rucic¢ek), dokud
se nezhotovi 5 m nebo pozadovana délka pletiva.

3 Viz CSN ISO 5725.
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Je nutno ponechat asi 10 cm kapilary k uzavteni fetizku. Kapilara se provlékne kazdou ze ctyt
smycek a lehce se utdhne tak, aby se fetizek uzavrel.

Poznamka: Francouzské pletivo pro reaktory za kolonou je komeréné dostupné (Supelco).

1 cm

1

10 o

I — I

e o mm e o Er Em o EE o e = = A Em Ew ww

i
{1
3

o

Obrazek 7
Schématické vyobrazeni civky

Obrazek 8

Obrazek 9
Prvni fada

Obrazek 10

Druha fada
»Steh* se vytvori tak, Ze se spodni kapilara
(znazornéna plnou cCarou) pretdhne pres
druhou kapilaru (znazornéna ¢arkovang)

Obrazek 11
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= Cerpadlo pro HPLC
= nastfikovaci ventil
= kolona s pfedkolonou
= ¢erpadlo pro ¢inidla
= dil ve tvaru T bez mrtvého objemu
= dil ve tvaru T (Vortex)
-6' = spojka bez mrtvého objemu
=, francouzské pletivo
= reaktor
= tiihrdla barika s vrouci vodou
= topné hnizdo
10 = chladic¢
11 = vymeénik tepla z nerezové trubky
1 = vymeénik tepla
12 = detektor pro viditelnou a UV oblast
13 =modul za kolonou PCRS 520

© 0T WN —

5.3.5

5.3.6

Elué¢ni ¢inidlo Cinidlo

Priloha 2
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6.2

6.2.1

6.2.2

KVANTITATIVNI STANOVENI DICHLORMETHANU
A 1,1,1-TRICHLORETHANU

(Smérnice komise 83/514/EHS z 27. zati 1983)

ROZSAH A OBLAST POUZITI

V této metod¢ je popsano kvantitativni stanoveni dichlormethanu (methylenchloridu)
a 1,1,1-trichlorethanu (methylchloroformu) ve vSech kosmetickych prostiedcich, které
by mohly obsahovat tato rozpoustédla.

DEFINICE

Obsah dichlormethanu a 1,1,1-trichlorethanu ve vzorku stanoveny touto metodou se
vyjadii v hmotnostnich procentech.

PRINCIP

Tato metoda vyuziva plynové chromatografie s chloroformem jako wvnitinim
standardem.

REAKCNI CINIDLA

Vsechna reak¢ni Cinidla musi byt Cistoty p.a.
Chloroform (CHCls)

Chlorid uhli¢ity (CCly)

Dichlormethan (CH,Cl,)

1,1,1-Trichlorethan (CH;CCls)

Aceton

Dusik

PRISTROJE A POMUCKY

Obvyklé laboratorni zatizeni

Plynovy chromatograf vybaveny tepeln¢ vodivostnim detektorem.

Lahev na prevedeni vzorku na 50 az 100 ml (viz kapitola ,Pfiprava vzorku
v laboratofi‘)

Tlakova injek¢ni stiikacka, na 25 nebo 50 ul (viz kapitola ,Pfiprava vzorkl
v laboratofi‘)

POSTUP

Vzorek bez pietlaku: vzorek se presné navazi do Erlenmeyerovy banky se zatkou.
Pfida se presné zvazené mnozstvi chloroformu (4.1) jako wnitini standard,
odpovidajici predpoklddanému mnozstvi dichlormethanu a 1,1,1-trichlorethanu
obsazenému ve vzorku. Dikladné se promicha.

Vzorek v obalu na aerosoly: Pouzije se postup odbéru vzorkii, popsany v kapitole
,,Priprava vzorkl v laboratofi“, avSak s nasledujicimi apravami:

Po ptevedeni vzorku do lahve (5.3) se dale do lahve pfid4 jako vnitfni standard objem
chloroformu (4.1), odpovidajici prfedpokladanému mnozstvi dichlormethanu a/nebo
1,1,1-trichlorethanu obsazenému ve vzorku. Dukladné se promicha. Mrtvy objem
ventilu se vyplachne 0,5 ml chloridu uhli¢itého (4.2). Po vysuSeni se z rozdilu pfesné
stanovi pfidana hmotnost vnitiniho standardu.

Po naplnéni stfikacky vzorkem by se méla Spicka stiikacky vyplachnout dusikem
(4.6), aby v ni nezustal pred vstiiknutim do chromatografu zadny zbytek vzorku.
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6.2.3

6.2.4

7.2

7.3

Po odebrani kazdého vzorku by se mél povrch ventilu a spojky nékolikrat oplachnut
acetonem (4.5) (v pfipad¢ potfeby se pouzije injekéni stiikacka) a poté dikladné
vysusit dusikem (4.6).

Pti kazdé analyze se pro méfeni pouziji dvé rizné lahve pro prevadéni vzorku a pro
kazdou lahev se provede pét méteni.

CHROMATOGRAFICKE PODMINKY
Predkolona

Material kolony: nerezova ocel.

Délka: 300 mm.

Primér: 3 nebo 6 mm.

Napln: stejny material jako u analytické kolony.
Kolona

Stacionarni faze je pfipravena z Hallcomidu M 18 na chromosorbu. Kolona musi
poskytovat rozliseni ,,R“ rovné nebo lepsi nez 1,5, kde:

R =2 d' (r2 B rl)
W, + W,
kde:
rjarn= retencni Casy dvou pikd (v minutach),

W, aW,- Siiky pikl v poloviné vysky pika (v milimetrech),

d'= rychlost posuvu papiru (v milimetrech za minutu).
Jako priklady jsou uvedeny kolony, které poskytuji hledané vysledky:
Kolona 1 11
Material kolony: nerezova ocel nerezova ocel
Délka: 350 cm 400 cm
Primér: 3 mm 6 mm
Napln:
chromosorb: WAW WAW-DMCS-HP
zrnitost: 100 az 120 mesh 60 az 80 mesh
Stacionarni faze: Hallcomid M 18, 10 % Hallcomid M 18, 20%

Teplotni podminky se mohou ménit v zavislosti na pfistroji. V piikladech byly
nastaveny takto:

Kolona 1 7

Teploty:

kolona: 65 °C 75 °C

nastrik: 150 °C 125 °C

detektor: 150 °C 200 °C
Nosny plyn:

pratok helia: 45 ml/min 60 ml/min

vstupni tlak: 2,5 bar 2,0 bar
Nastiik: 15w 15 ul
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9.2

SMES PRO STANOVENI FAKTORU ODEZVY
Do Erlenmeyerovy baiiky se zatkou se pfesn€ navazi smeés:
Dichlormethan (4.3), 30% (m/m),
1,1,1-trichlorethan (4.4), 35% (m/m),
Chloroform (4.1), 35% (m/m).
VYPOCTY
Vypocet koeficientu umernosti latky ,,p* vzhledem k latce ,,a* vybrané jako vnitini
standard
Oznaci-li se prvni latka jako ,,p“, tak je
k, = jeji koeficient umérnosti,
m, = jeji hmotnost ve smési,
A, = jeji plocha piku.
Oznaci-li se druha latka jako ,,a“, tak je
k,=  jeji koeficient umérnosti (=1),
M., = jeji hmotnost ve smési,
A,= jeji plocha piku,
potom

.

a p

Byly ziskany napftiklad nasledujici koeficienty timérnosti (pro chloroform: k = 1):
Dichlormethan: k; =0,78 £ 0,03
1,1,1-trichlorethan:  k, =1,00 £ 0,03

Vypocet % (m/m) dichlormethanu a 1,1, I-trichlorethanu pritomného ve vzorku, ktery
mad byt analyzovan

Oznaci-li se:

m, = hmotnost pouzitého chloroformu (v g),
M= hmotnost vzorku k analyze (v g),

A,= plocha piku chloroformu,

A; = plocha piku dichlormethanu,

A, = plocha piku 1,1,1-trichlorethanu,

% (m/m) CH,CI, = Ma X/‘fl :E x 100
a S

% (m/m) CH,CCl, = 22~ ::2 :1;42 x 100
a S

59



10.

4.1
4.2
43
4.4
4.5
4.6
4.7
4.8
4.9
4.10
4.11
4.12
4.13

OPAKOVATELNOST(®)

Pro vyrobky obsahujici asi 25 % (m/m) dichlormethanu a 1,1,1-trichlorethanu nesmi
rozdil mezi vysledky dvou paralelnich stanoveni na stejném vzorku ptekrocit
absolutni hodnotu 2,5 %.

KVALITATIVNI A KVANTITATIVNI STANOVEM CHINOLIN-8-OLU
A BIS(CHINOLIN-8-OL)-SULFATU

(Smérnice komise 83/514/EHS z 27. zari 1983)

ROZSAH A OBLAST POUZITI

Tato metoda popisuje kvalitativni a kvantitativni stanoveni chinolin-8-olu a jeho
sulfatu.

DEFINICE

Obsah chinolin-8-olu a bis(chinolin-8-ol)-sulfatu ve vzorku stanoveny touto metodou
se vyjadii v hmotnostnich procentech chinolin-8-olu.

PRINCIP

Kvalitativni stanoveni

Ke kvalitativnimu stanoveni se vyuziva chromatografie na tenké vrstve.
Kvantitativni stanoveni

Kvantitativni stanoveni se provede pomoci spektrofotometrie komplexu vzniklého
reakci s Fehlingovym roztokem pii 410 nm.

REAKCNI CINIDLA

Vsechna reak¢ni Cinidla musi byt Cistoty p.a.
Chinolin-8-ol

Benzen. Vzhledem k jeho toxicité je tfeba s benzenem pracovat opatrné.
Chloroform

Vodny roztok hydroxidu sodného, 50% roztok (m/m)
Siran méd’naty pentahydrat

Vinan draselno-sodny

Kyselina chlorovodikova, 1M

Kyselina sirova, 0,5M

Roztok hydroxidu sodného, 1M.

Ethanol

Butan-1-ol

Ledova kyselina octova

Kyselina chlorovodikova, 0,1M

3 Viz CSN ISO 5725
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4.14
4.15
4.15.1

4.15.2

4.16

4.17

4.18
4.19
4.20
4.21
4.22

4.23

5.1
52
53
54
5.5
5.6
5.7
5.8
59

,,Celit 545 nebo ekvivalent
Standardni roztoky

Do odmérmé banky na 100 ml se navdzi 100 mg chinolin-8-olu (4.1). Rozpusti se
v malém mnozstvi kyseliny sirové (4.8). Doplni se kyselinou sirovou (4.8) po rysku.

Do odmérné banky na 100 ml se navazi 100 mg chinolin-8-olu. Rozpusti se
v ethanolu (4.10). Doplni se po rysku ethanolem (4.10) a promicha.

Fehlinguv roztok
Roztok A

Do odmémé bariky na 100 ml se navazi 7 g siranu méd’natého pentahydratu (4.5).
Rozpusti se v malém mnozstvi vody. Doplni se po rysku vodou a promicha.

Roztok B

Do odmémé bainky na 100 ml se navazi 35 g vinanu draseln¢ho-sodného (4.6).
Rozpusti se v 50 ml vody. Pfida se 20 ml hydroxidu sodného (4.4). Doplni se po
rysku vodou a promicha. Bezprostiedné pied pouzitim se do odmérné banky na
100 ml odpipetuje 10 ml roztoku A a 10 ml roztoku B. Doplni se po rysku a
promicha.

Vyviject rozpoustédla pro chromatografii na tenké vrstvé

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

IT : Chloroform (4.13)/kyselina octova (4.12) (95:5, V/V).
2,6-dichlor-4-(chlorimino)cyklohexa-2,5-dienon, 1% (m/V) roztok v ethanolu (4.10)
Uhli¢itan sodny, 1% (m/V) roztok ve vodé

Ethanol (4.10), 30% (V/V) roztok ve vodé
Dinatrium-dihydrogen-ethylendiamintetraacetat, 5% (m/V) roztok ve vod¢

Pufracni roztok, pH 7

Do odmérné banky na 1 litr se navazi 27 g bezvodého dihydrogenfosfore¢nanu
draselného a 70 g hydrogenfosfore¢nanu didraselného trihydratu. Doplni se vodou po
rysku.

Hotové desky pro chromatografii na tenké vrstvé

Hotové desky pro chromatografii na tenké vrstvé o tloustce 0,25 mm (napi. Merck
Kieselgel 60 nebo ekvivalentni). Pfed pouZitim se deska postiika 10 ml ¢inidla (4.21)
a ususi se pfi 80 °C.

PRISTROJE A POMUCKY

Baiika se zabrusem na 100 ml s kulatym dnem
Odmérné banky

Délené pipety na 10 a 5 ml

Ned¢lené pipety na 20, 15, 10 a 5 ml

D¢lici nalevky na 100, 50 a 25 ml

Skladany papirovy filtr, primér 90 mm
Rotacni odparka

Zpétny chladic se zabrusem

Spektrofotometr

61



5.10
5.11
5.12

6.

6.1
6.1.1
6.1.1.1

6.1.1.2

6.1.1.3

6.1.14

Optické kyvety s optickou drahou o délce 10 mm
Michacka s elektrickym vyhfivanim

Sklenéna chromatograficka kolona o téchto rozmérech: 160 mm dlouhd s primérem
8 mm, na spodnim, zuZeném konci se zatkou ze skelné vaty, a s nastavcem pro
aplikaci tlaku na hornim konci.

POSTUP
Kvalitativni stanoveni

Kapalné vzorky

U ¢asti testovaného vzorku se upravi pH na 7,5 a 10 pl se nanese na startovaci linii
predem upravené silikagelové desky pro chromatografii na tenké vrstvé (4.23).

Do dvou dalSich bodl startovaci linie se nanese 10 a 30 pl standardniho roztoku
(4.15.2), poté se chromatogram vyviji v jednom z vyvijecich rozpoustédel (4.17).

Kdyz celo postoupi o 150 mm, deska se susi pii 110 °C (15 minut). Pod UV lampou
(366 nm) skvrny chinolin-8-olu Zlut¢ fluoreskuji.

Deska se postiika roztokem uhli¢itanu sodného (4.19). Ususi se a postiikd se
roztokem 2,6-dichlor-4-(chlorimino)cyklohexa-2,5-dienonu (4.18). Skvrny chinolin-
8-olu se zbarvi modte.

6.1.2  Pevné vzorky nebo krémy

6.1.2.1

6.1.2.2

6.2
6.2.1
6.2.1.1

6.2.1.2

6.2.13

6.2.14

1 g vzorku se rozptyli v 5 ml pufracniho roztoku (4.22). Potom se pomoci 10 ml
chloroformu (4.3) prevede do dé€lici nalevky a protfepe se. Po oddéleni vrstvy
chloroformu se vodnd vrstva jesté dvakrat extrahuje 10 ml chloroformu (4.3).
Spojené a prefiltrované chloroformové extrakty se v bance s kulatym dnem na
100 ml (5.1) odpati témét do sucha na rota¢ni odparce (5.7). Odparek se rozpusti ve
2 ml chloroformu (4.3) a 10 a 30 pl ziskaného roztoku se nanese na silikagelovou
desku pro chromatografii na tenké vrstvé (4.23) podle postupu popsaného v bod¢
6.1.1.1 a dale.

Na desku se nanese 10 a 30 pl standardniho roztoku (4.15.2) a pokracuje se podle
postupu popsaného v bodech 6.1.1.2 az 6.1.1.4.

Kvantitativni stanoveni

Kapalné vzorky

Do banky s kulatym dnem se navazi 5 g vzorku. Pfid4a se 1 ml roztoku kyseliny
sirové (4.8) a smés se odpafi témef do sucha za snizeného tlaku pfi teploté 50 °C.

Tento zbytek se rozpusti ve 20 ml teplé vody. Pievede se do odmérné baiky na
100 ml. Vyplachne se tfikrat 20 ml vody. Doplni se na 100 ml vodou a promicha.

5 ml tohoto roztoku se odpipetuje do délici nalevky na 50 ml (5.5). Ptida se 10 ml
Fehlingova roztoku (4.16). Médnaty komplex chinolin-8-olu se tfikrat extrahuje
8 ml chloroformu (4.3).

Chloroformové vrstvy se zfiltruji a shromazdi v odmérné baiice na 25 ml (5.2).
Doplni se po rysku chloroformem (4.3) a protiepou se. Absorbance zlutého roztoku

vvvvv

6.2.2  Pevné vzorky a krémy

6.2.2.1

Do baniky na 100 ml s kulatym dnem (4.1) se navazi 0,500 g vzorku. Pfida se 30 ml
benzenu (4.2) a 20 ml kyseliny chlorovodikové (4.7). Roztok se za michani
30 minut vari pod zpétnym chladi¢em.
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6.2.2.2

6.2.2.3

6224

6.2.2.5

6.2.2.6

8.2

Obsah se ptevede do délici nalevky na 100 ml (5.5). Vyplachne se 5 ml 1IN HCl
(4.7). Vodna faze se pievede do banky s kulatym dnem (5.1), benzenova faze se
promyje 5 ml kyseliny chlorovodikové (4.7).

V ptipad¢ emulzi, které brani dalSimu postupu, se smisi 0,500 g vzorku s 2 g Celitu
545 (4.14), ¢imz vznikne sypky prasek. Smés se v malych davkach pievede do
sklenéné chromatografické kolony (5.12).

Po kazdém ptidavku se naplii kolony stlaci. Jakmile se cely vzorek pifevede do
kolony, eluuje se kyselinou chlorovodikovou (4.13) takovym zpiisobem, aby se
ziskalo 10 ml eluatu asi za 10 minut (pokud je to nutné, eluce miize probihat za
mirné¢ho pretlaku dusiku). Béhem eluce je tfeba zajistit, aby nad vrstvou naplné
kolony bylo stéle trochu kyseliny chlorovodikové. Prvnich 10 ml eluatu se podrobi
dalsimu postupu popsanému v bod¢ 6.2.2.4.

Spojené vodné faze (6.2.2.2) nebo eluat z kolony (6.2.2.3) se v rotacni odparce za
snizeného tlaku odpafi témét do sucha.

Zbytek se rozpusti v 6 ml roztoku hydroxidu sodného (4.9). Ptidd se 20 ml
Fehlingova roztoku (4.16) a obsah se pfevede do délici nalevky na 50 ml (5.5).
Baiika se vyplachne 8 ml chloroformu (4.3). Protfepe se a chloroformova faze se
zfiltruje do odmérné baiiky na 50 ml (5.2).

Extrakce s 8 ml chloroformu (4.3) se tfikrat opakuje. Chloroformové faze se
shromazdi v odmérné bance na 50 ml. Doplni se po rysku chloroformem (4.3) a
protfepou. M¢fi se absorbance zlutého roztoku pii 410 nm proti chloroformu (4.3).

KALIBRACNI KRIVKA

Do ctyf banc¢k na 100 ml s kulatym dnem (5.1), z nichz kazda obsahuje 3 ml 30%
vodného roztoku ethanolu (4.20), se odpipetuje 5, 10, 15 a 20 ml standardniho
roztoku (4.15.1), coz odpovida 5, 10, 15 a 20 mg chinolin-8-olu. Pokracuje se tak, jak
je popsano v bod¢ 6.2.1.

VYPOCET
Kapalné vzorky

Obsah chinolin-8-olu (v % (m/m)) = 2 x 100
m

kde:
a = mnozstvi chinolin-8-olu odectené z kalibracni kiivky (7) v mg,
m = hmotnost (v mg) zkusebniho vzorku (6.2.1.1).

Pevné vzorky nebo krémy
. 2 a
Obsah chinolin-8-olu (v % (m/m)) = — X 100
m

kde:

a = mnozstvi chinolin-8-olu odectené z kalibra¢ni kiivky (7) v mg,
m = hmotnost (v mg) zkusebniho vzorku (6.2.1.1).
OPAKOVATELNOST®

Pro vyrobky obsahujici asi 0,3 % (m/m) chinolin-8-olu nesmi rozdil mezi vysledky
dvou paralelnich stanoveni na stejném vzorku piekrocit absolutni hodnotu 0,02 %.

3 Viz CSN ISO 5725
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4.1
4.2
43
4.4
4.5
4.6
4.7

5.1
52
53
54
5.5

6.1

6.2

KVANTITATIVNi STANOVENI AMONIAKU
(Smérnice komise 83/514/EHS z 27. zari 1983)

ROZSAH A OBLAST POUZIT{
V této metode je popsano stanoveni volného amoniaku v kosmetickych prostiedcich.
DEFINICE

Obsah amoniaku ve vzorku stanoveny touto metodou se vyjadii v hmotnostnich
procentech amoniaku.

PRINCIP

Ke zkuSebnimu vzorku kosmetického prostiedku ziedéného vodnym roztokem
methanolu se pfida roztok chloridu barnatého. Pfipadna sraZenina se odfiltruje nebo
odstfedi. Timto postupem se zabrani ztratam amoniaku, ke kterym dochazi pfi
destilaci svodni parou u nékterych amonnych soli, jako je uhli¢itan a
hydrogenuhlicitan a soli mastnych kyselin, s vyjimkou octanu amonného.

Z filtratu nebo supernatantu se amoniak oddestiluje s vodni parou a stanovi se
potenciometrickou nebo jinou titraci.

REAKCNI CINIDLA

Vsechna reakéni Cinidla musi byt Cistoty p.a.
Methanol

Chlorid barnaty dihydrat, 25 % roztok (m/V)
Kyselina trihydrogenborita, 4 % roztok (m/V)
Kyselina sirova, 0,25M odmérny roztok
Kapalny odpénovac

Hydroxid sodny, 0,5M odmérny roztok

Indikator, podle potieby: smisi se 5ml 0,1% roztoku (m/V) methylové Cervené
v ethanolu s 2 ml 0,1% roztoku (m/V) methylenové modii ve vode.

PRISTROJE A POMUCKY

Obvykl¢ laboratorni vybaveni

Odsttedivka s uzaviratelnymi kyvetami na 100 ml

Piistroj na destilaci s vodni parou

Potenciometr

Meérnd sklenénad elektroda a referentni kalomelova elektroda.
POSTUP

Do odmérné baitky na 100 ml se navazi vzorek o hmotnosti (m) odpovidajici
maximalné 150 mg amoniaku.

Ptida se 10 ml vody, 10 ml methanolu (4.1) a 10 ml roztoku chloridu barnatého (4.2).
Doplni se na 100 ml methanolem (4.1).
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6.3
6.4

6.5

6.6

6.7
6.8

7.2

Roztok se promicha a necha stat ptes noc v lednici (5 °C).

Poté se chladny roztok zfiltruje nebo odstfedi 10 minut v uzavienych kyvetach, aby se
ziskal Ciry filtrat nebo vrstva supernatantu.

40 ml tohoto ¢irého roztoku se odpipetuje do pristroje na destilaci s vodni parou (5.3)
a eventueln¢ se prida 0,5 ml kapalné¢ho odpénovace (4.5).

Destiluje se a 200 ml destilatu jima se do kadinky na 250 ml obsahujici 10 ml
odmérného roztoku kyseliny sirové (4.4) a 0,1 ml indikatoru (4.7).

Nadbytek kyseliny se zpétné titruje odmérnym roztokem hydroxidu sodného (4.6).

Poznamka: Pro potenciometrické stanoveni se jima 200 ml destilatu do kadinky na
250 ml obsahujici 25 ml roztoku trihydrogenborité kyseliny (4.3) a titruje se
odmérnym roztokem kyseliny sirové (4.4), zaznamena se neutralizacni kiivka.

VYPOCTY

Vypocet v pripadé zpétné titrace

Oznadi-li se

Vi=  objem pouzitého roztoku hydroxidu sodného (4.6) (v ml),

M, = jeho titr (4.6),

M, = titra¢ni faktor roztoku kyseliny sirové (4.4),

m=  hmotnost odebrané¢ho zkusebniho vzorku (6.1) (v mg),

potom:

20M, =V, M) x17x100 _(20M, =V, M) *x 4250

0.4 m m

Yoamoniaku (m/m)=

Vypocet v pripade primé potenciometrické titrace

Oznaci-li se

V, = objem pouzitého roztoku kyseliny sirové (4.4) (v ml),
M, = jeho titr (4.4),

m=  hmotnost odebrané¢ho zkusebniho vzorku (6.1) (v mg),
potom:

V, xM, x17x100 _ 4250 V, M,

0,4 m m

% amoniaku (m/m) =

OPAKOVATELNOST®

Pro vyrobky obsahujici asi 6 % (m/m) amoniaku nesmi rozdil mezi vysledky dvou
paralelnich stanoveni na stejném vzorku piekrocit absolutni hodnotu 0,6 %.

3 Viz CSN ISO 5725
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4.1.1
4.1.2

4.2

5.1.1
5.1.2
5.13
5.14
5.1.5

52
5.2.1
522

523

KVALITATIVNI A KVANTITATIVNI STANOVENI NITROMETHANU

(Smérnice komise 83/514/EHS z 27. zati 1983)
ROZSAH A OBLAST POUZITI

Tato metoda je vhodna pro kvalitativni a kvantitativni stanoveni nitromethanu az do
obsahu asi 0,3 % v kosmetickych prostiedcich v obalech na aerosoly.

DEFINICE

Obsah nitromethanu ve vzorku stanoveny touto metodou se vyjadiuje v hmotnostnich
procentech nitromethanu, vztazenych na celkovy obsah aerosolového prostedku.

PODSTATA METODY

Nitromethan se kvalitativné stanovi na zaklad€ barevné reakce. Nitromethan se
kvantitativné stanovi plynovou chromatografii po ptidani vnitfniho standardu.

KVALITATIVNI STANOVENT{

Reakéni Cinidla

Vsechna reakéni ¢inidla musi byt Cistoty p.a.
Hydroxid sodny, 0,5M roztok

Folinovo cinidlo

Ve vod¢ se rozpusti 0,1 g 3,4-dihydro-3,4-dioxonaftalen-1-sulfonatu sodného a doplni
se na 100 ml.

Postup

K 1 ml vzorku se pfida 10 ml roztoku 4.1.1 a 1 ml roztoku 4.1.2. Fialové zbarveni
indikuje pfitomnost nitromethanu.

KVANTITATIVNI STANOVEN{

Reakéni Cinidla

Vsechna reakéni ¢inidla musi byt Cistoty p.a.
Chloroform (vnitini standard 1)
2,3-dimethylheptan (vnitfni standard 2)
Ethanol, 95 %

Nitromethan

Referencni roztok chloroformu

Do vytirované odmérné batniky na 25 ml se pfidd asi 650 mg chloroformu (5.1.1).
Banka a obsah se znovu piresné zvazi. Doplni se na 25 ml 95% ethanolem (5.1.3).
Zvazi se a vypoctou se hmotnostni procenta chloroformu v tomto roztoku.

Referencni roztok 2,4-dimethylheptanu

Ptipravi se obdobné jako referencni roztok chloroformu, ale navazi se 270 mg 2,4-
dimethylheptanu (5.1.2) do odmérné banky na 25 ml.

Pristroje a pomiicky
Plynovy chromatograf s plamenovym ionizacnim detektorem

Pomtcky pro odbér vzorkG aerosolt (ldhev pro prevedeni vzorku, spojky,
mikrostiikacky, atd.), jak jsou popsany v kapitole ,,Ptiprava vzorkl v laboratofi®.

Obvykl¢ laboratorni vybaveni
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53
5.3.1

532

533
5.3.3.1

Postup
Priprava vzorku

Do vytarované lahve na ptfevedeni vzorku na 100 ml, proplachnuté nebo evakuované
podle postupu popsaného v bod¢ 5.4 kapitoly ,,Pfiprava vzorku v laboratofi®, se ptida
asi 5 ml jednoho z roztoku vnitinich standardt (5.1.5 nebo 5.1.6). Pouzije se 10 ml
nebo 20 ml sklenéna stiikacka bez jehly uzpiisobena k pfipojeni ke spojce podle
postupu popsaného v bod¢ 5 kapitoly ,,Pfiprava vzorkt v laboratofi“. Znovu se zvazi,
aby se stanovilo pfidané mnozstvi. Stejnym postupem se do této lahve prevede asi
50 g obsahu aerosolového prostfedku. Znovu se zvazi, aby se stanovilo mnozstvi
prevedeného vzorku. Dobie se promicha.

Nasttikuje se asi 10 pl pomoci specidlni mikrostiikacky (5.2.2). Provadi se pét
nastiiku.
Priprava standardu

Do odmémeé batiky na 50 ml se presné navazi asi 500 mg nitromethanu (5.1.4) a bud’
500 mg chloroformu (5.1.1), nebo 210 mg 2,4-dimethylheptanu (5.1.2). Doplni se na
objem 95% ethanolem (5.1.3). Dobfe se promiché. 5 ml tohoto roztoku se ptevede do
odmérné banky na 20 ml. Doplni se na objem 95% ethanolem (5.1.3).

Nastiikuje se asi 10 ul pomoci specialni mikrostiikacky (5.2.2). Provadi se pét
nastiiku.
Podminky plynové chromatografie

Kolona
Sklada se ze dvou casti; prvni obsahuje jako napln didecylftalat na Gas Chromu Q,
druha UCON 50 HB 280X na Gas Chromu Q. Pfipravena kombinovana kolona musi
zarucit rozliSeni ,,R“ rovné nebo lepsi nez 1,5, kde:

R =2 d'(n - 1)

W, + W,

kde
riar, = retenéni ¢asy dvou pikti v minutach,
W;a W, = Sifka pikt v poloviné vysky pikt (v milimetrech),
d = rychlost posuvu papiru (v milimetrech za minutu).
Kolona A:
Material: nerezova ocel.
Délka: 1,5 m.
Pramér: 3 mm.
Népln: 20% didecylftalat na Gas Chromu Q (100 az 120 mesh).
Kolona B:
Material: nerezova ocel.
Délka: 1,5 m.
Primér: 3 mm.

Napln: 20% UCON 50 HB 280X na Gas Chromu Q (100 az 120 mesh).
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5332

5333

5334

6.2

Detektor

Vhodné nastaveni citlivosti elektrometru plamenového ionizacniho detektoru je
8 x 10"°A.

Teplotni podminky

Jako vhodné se ukazaly nasledujici podminky:

Nastrik: 150 °C

Detektor: 150 °C

Kolona: mezi 50 a 80 °C, v zavislosti na pouzitych kolonach a pfistroji.

Plyny

Nosny plyn: dusik.

Tlak: 2,1 bar.

Prttok: 40 ml/min.

Plyny pro detektor: podle specifikaci vyrobce detektoru.
VYPOCTY

Koeficient umérnosti nitromethanu vypocteny vzhledem k pouzitému vnitinimu
standardu

Oznaci-li se nitromethan jako ,,n%,

pri¢emz

k,=  jeho koeficient imémosti,

m', = jeho hmotnost ve smési (v gramech),

S'.= plocha jeho piku,

a oznaci-li se vnitini standard, chloroform nebo 2,4-dimethylheptan, jako ,,c*,
pricemz

m'. = jeho hmotnost ve smési (v gramech),

S'. = plocha jeho piku,

potom:

(k, je funkci ptistroje).

Koncentrace nitromethanu ve vzorku

Oznaci-li se nitromethan jako ,,n%,

pricemz

k,= jeho koeficient umérnosti,

S'.= plocha jeho piku,

a oznaci-li se vnitini standard, chloroform nebo 2,4-dimethylheptan, jako ,,c*,
pri¢emz

m, = jeho hmotnost ve smési (v gramech),

S.= plocha jeho piku,
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M = hmotnost pfevedeného aerosolového prostiedku (v gramech),
potom % (m/m) nitromethanu ve vzorku je

k

mcx n
M

*Sa % 100

OPAKOVATELNOST®

Pro vyrobky obsahujici asi 0,3 % (m/m) nitromethanu nesmi rozdil mezi vysledky
dvou paralelnich stanoveni na stejném vzorku piekrocit absolutni hodnotu 0,03 %.

KVALITATIVNI A KVANTITATIVNI STANOVENI KYSELINY

THIOGLYKOLOVE (SULFANYLOCTOVE) V PROSTREDCICH K TRVALE

4.
4.1
4.1.1

4.1.1.1

ONDULACI, K ROVNANI VLASU A V PROSTREDCICH K DEPILACI
(Smérnice komise 83/514/EHS z 27. zatri 1983)

ROZSAH A OBLAST POUZITI

V této metod¢ je popsano kvalitativni a kvantitativni stanoveni kyseliny thioglykolové
v prostfedcich k trvalé ondulaci, k rovnani vlasi a v prostfedcich k depilaci.

DEFINICE

Obsah thioglykolové kyseliny ve vzorku stanoveny touto metodou se vyjadii ve
hmotnostnich procentech kyseliny thioglykolové.

PRINCIP

Kwvalitativni stanoveni kyseliny thioglykolové se provede bud’ barevnou reakci, nebo
pomoci chromatografie na tenké vrstvé, a kvantitativni stanoveni se provede
jodometricky nebo plynovou chromatografii.

KVALITATIVNI STANOVENT{
Kvalitativni stanoveni barevnou reakci
Reakéni cinidla

Vsechna reakéni ¢inidla musi byt Cistoty p.a.

Papirek s octanem olovnatym

4.1.1.2 Roztok kyseliny chlorovodikové (jeden objemovy dil koncentrované kyseliny

4.1.2
4.1.2.1

chlorovodikové plus jeden objemovy dil vody)
Postup

Kvalitativni stanoveni kyseliny thioglykolové pomoci barevné
reakce s papirkem s octanem olovnatym

Kapka vzorku se umisti na papirek s octanem olovnatym (4.1.1.1). Pokud se objevi
intenzivni Zluté zbarveni, je kyselina thioglykolova pravdépodobné piitomna.

Citlivost: 0,5 %.

3 Viz CSN ISO 5725
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4.1.2.2 Kvalitativni stanoveni anorganickych sulfidi vznikem sirovodiku po
okyseleni

Do zkumavky se prevede nékolik miligramii analyzovaného vzorku. Pridaji se 2 ml
destilované vody a 1 ml kyseliny chlorovodikové (4.1.1.2). Uvolni se sirovodik,
ktery lze rozpoznat podle zapachu, a na papirku s octanem olovnatym (4.1.1.1)
vznika Cerna sraZenina sulfidu olovnatého.

Citlivost: 50 ppm.

.....

4.1.2.3 Kvalitativni stanoveni sifi¢itani vznikem oxidu sifi¢itého po
okyseleni

Postupuje se podle bodu 4.1.2.2. Obsah se privede k varu. Oxid sifi¢ity lze
rozpoznat podle jeho zapachu a jeho schopnosti redukovat naptiklad manganisté
ionty .

4.2 Kvalitativni stanoveni chromatografii na tenké vrstvé
4.2.1 Reakcni cinidla
Neni-li uvedeno jinak, vS§echna reakéni ¢inidla musi byt Cistoty p.a.
4.2.1.1 Kiyselina thioglykolova, minimalni Cistota 98 %, stanovena jodometricky
4.2.1.2 2,2'-dithiodi(octova kyselina), minimalni ¢istota 99 %, stanovena jodometricky

4.2.1.3 Kyselina 2-merkaptopropionova (thiomléc¢na kyselina), minimalni cistota 95 %,
stanovena jodometricky

4.2.1.4 Kyselina 3-merkaptopropionova, minimalni Cistota 98 %, stanovena jodometricky

4.2.1.5 3-merkaptopropan-1,2-diol (1-thioglycerol), minimalni Ccistota 98 %, stanovena
jodometricky

4.2.1.6 Hotové silikagelové desky pro chromatografii na tenké vrstvé o tloustce 0,25 mm

4.2.1.7 Hotové desky pro chromatografii na tenké vrstvé s oxidem hlinitym, Merck F 254 E
nebo ekvivalentni

4.2.1.8 Kyselina chlorovodikova, koncentrovana, (dio =1,19 g/ml)

4.2.1.9 Ethyl-acetat

4.2.1.10 Chloroform

4.2.1.11 Diisopropylether

4.2.1.12 Chlorid uhlicity

4.2.1.13 Ledova kyselina octova

4.2.1.14 Jodid draselny, 1% roztok (m/V) ve vodé
4.2.1.15 Chlorid platic¢ity, 0,1% roztok (m/V) ve vodé
4.2.1.16 Vyvijeci rozpoustédla

4.2.1.16.1 Ethyl-acetat (4.2.1.9), chloroform (4.2.1.10), diisopropylether (4.2.1.11),
kyselina octova (4.2.1.13) (20 : 20 : 10 : 10, V/V/V/V)

4.2.1.16.2 Chloroform (4.2.1.10), kyselina octova (4.2.1.13) (90 : 20, V/V)
4.2.1.17 Detekeni ¢inidla

4.2.1.17.1 Bezprostiedné pfed pouzitim se smisi stejné objemy roztoku 4.2.1.14 a roztoku
4.2.1.15.

4.2.1.17.2 Roztok bromu, 5 % (m/V):
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Rozpusti se 5 g bromu ve 100 ml chloridu uhli¢itého (4.2.1.12).

4.2.1.17.3 Roztok fluoresceinu, 0,1 % (m/V):

100 mg fluoresceinu se rozpusti ve 100 ml ethanolu.

4.2.1.17.4 Heptamolybdenan hexaamonny, 10% roztok (m/V) ve vodg.

4.2.1.18 Referencni roztoky

4.2.1.18.1 Kiyselina thiglykolova (4.2.1.1), 0,4% roztok (m/V) ve vodg¢.
4.2.1.18.2 2,2'-dithiodi(octova kyselina) (4.2.1.2), 0,4% roztok (m/V) ve vodé.
4.2.1.18.3 Kyselina 2-merkaptopropionova (4.2.1.3), 0,4% roztok (m/V) ve vodé.
4.2.1.18.4 Kyselina 3-merkaptopropionova (4.2.1.4), 0,4% roztok (m/V) ve vodé.
4.2.1.18.5 3-merkaptopropan-1,2-diol (4.2.1.5), 0,4% roztok (m/V) ve vode¢.

4.2.2  Pristroje a pomicky

Obvyklé vybaveni pro chromatografii na tenké vrstveé

42.3 Postup

4.2.3.1

4232

4233

4234

Pfiprava vzorku

Vzorek se okyseli nékolika kapkami kyseliny chlorovodikové (4.2.1.8) na pH 1 a
v ptipad¢ potieby zfiltruje.

V nékterych pripadech miize byt celné vzorek zedit. V tomto piipadé se okyseleni
kyselinou chlorovodikovou provede pred ziedénim.

Vyvijeni
Na desku se nanese 1 ul roztoku vzorku (4.2.3.1) a 1 gl kazdého z péti referen¢nich
roztokli (4.2.1.18). Peclivé se vysusi v mirném proudu dusiku a deska se vyviji

rozpoustédly (4.2.1.16.1 nebo 4.2.1.16.2). Deska se usuSi co nejrychleji pod
dusikem, aby nedoslo k oxidaci thiolt.

Detekce

Deska se postiika jednim ze tii Cinidel (4.2.1.17.1, 4.2.1.17.3 nebo 4.2.1.17.4).
Pokud se deska postiika ¢inidlem (4.2.1.17.3), vystavi se poté param bromu (napf.
v nadobé obsahujici malou kadinku cinidla (4.2.1.17.2)), dokud se skvrny
nezviditelni. Detekce postiikem cinidlem (4.2.1.17.4) bude UspésSna jen tehdy,
nepiekroci-li doba suSeni desky 30 minut.

Interpretace

Hodnoty Ry a barvy referencnich roztokli se porovnaji s roztoky vzorkl. Primérné
hodnoty Ryuvadéné dale jako hrubé voditko slouzi pouze pro srovnani. Zavisi na:

- urovni aktivace tenké vrstvy v dob¢ vyvijeni chromatogramu,

- teploté ve vyvijeci komofte.
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Priklady hodnot Ry ziskanych na silikagelové vrstvé

Vyvijeci rozpoustédla
4.2.1.16.1 4.2.1.16.2
Kyselina thioglykolova 0,25 0,80
Kyselina 2-merkaptopropionova 0,40 0,95
2,2'-dithiodi(octova kyselina) 0,00 0,35
Kyselina 3-merkaptopropionova 0,45 0,95
3-merkaptopropan-1,2-diol 0,45 0,35

5. KVANTITATIVN{ STANOVEN{ @
Stanoveni musi vzdy za¢inat jodometrii.

5.1 Jodometrie

5.1.1  Princip

Stanoveni se provadi oxidaci skupiny ,—SH* jodem v kyselém prostfedi podle
rovnice:

2HOOC-CH,SH +1, - (HOOC-CH, -S), +21" +2H"
5.1.2  Reakcni cinidla
Jod, 0,05M odmeérny roztok
5.1.3  Pristroje a pomiicky
Obvyklé laboratorni vybaveni
5.1.4  Postup

Do Erlenmeyerovy baniky na 150 ml s uzavérem, obsahujici 50 ml destilované vody,
se presné navazi 0,5 az 1 g vzorku. Pfida se 5 ml kyseliny chlorovodikové (4.1.1.2)
(pH roztoku blizici se k 0) a titruje se roztokem jodu (5.1.2), dokud se neobjevi Zluté
zabarveni. Lze pouzit také indikator (napf. roztok Skrobu nebo chlorid uhli€ity).

5.1.5  Pypocet
Obsah kyseliny thioglykolové se vypocte podle vzorce:
92 x n x 100 _ 0,92 n

% (m/m) =
1000 x 10 xm m
kde:
m= hmotnost zkuSebniho vzorku (v gramech),
n= objem spotiebovaného roztoku jodu (5.1.2).

5.1.6  Poznamky

Je-li vypocteny vysledek pro kyselinu thioglykolovou nejméné o 0,1 % nizsi nez
nejvyssi povolena koncentrace, neni dalsi stanoveni nutné. Jestlize se vysledek rovna
nebo je vyssi nez povolend maximalni koncentrace a kvalitativni stanoveni odhalilo

* Pozndmbka: Stanoveni kyseliny thioglykolové se provadi s dosud nepouzitym vyrobkem z Gerstve
otevien¢ho obalu, aby se zamezilo oxidaci.
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52
5.2.1

522

5.2.2.1
5222

5223
5224
5225
5226

5227
5228
5229

pritomnost n¢kolika redukénich ¢inidel, je nezbytné provést stanoveni plynovou
chromatografii.

Plynova chromatografie
Princip

Kyselina thioglykolova se odd€li od pomocnych latek vysrazenim roztokem octanu
kademnatého. Po methylaci diazomethanem, ktery se bud’ pfipravi in situ nebo
predem jako roztok v diethyletheru, se methylderivat kyseliny thioglykolové stanovi
chromatografii plyn/kapalina s methyl-oktanodtem jako vnitinim standardem.

Reakéni cinidla

Vsechna reakéni ¢inidla musi byt Cistoty p.a.
Kyselina thioglykolova, 98 %
Kyselina chlorovodikova, (d;’ = 1,19 g/ml)

Methanol

Octan kademnaty, dihydrat, 10% roztok (m/V) ve vodé

Methyl-oktanoat, 2% roztok (m/V) v methanolu

Acetatovy pufracni roztok (pH 5):

Octan sodny, trihydrat, 77 g.

Kyselina octova (ledova), 27,5 g.

Demineralizovana voda do konecného objemu jeden litr.

Kyselina chlorovodikova, Cerstvé pripraveny 3M roztok v methanolu (5.2.2.3)
1-methyl-3-nitro-1-nitrosoguanidin

Hydroxid sodny, SM roztok

5.2.2.10 Jod, 0,05M odmérny roztok

52211

Diethylether

5.2.2.12 Roztok diazomethanu pfipraveny

523
5.2.3.1
5232

5233

z N-methyl-N-nitrosotoluen-4-sulfonamidu
(Fieser, Reagents for Organic Synthesis (Wiley), 1967)

Ziskany roztok obsahuje asi 1,5 g diazomethanu ve 100 ml diethyletheru.
Protoze diazomethan je toxicky a velmi nestabilni plyn, je tfeba vSechny operace
provadét v dobfe tahnouci digestofi, a je tfeba se vyvarovat pouziti zabrusové
aparatury (pro tento ucel jsou k dispozici specialni soupravy).

Pristroje a pomicky
Obvyklé laboratorni vybaveni

Aparatura pro piipravu diazomethanu pro methylaci in situ (viz Fales, H.M., Jaouni,
T.M. a Babashak, J.F., Analyt. Chem. 1973, 45, 2302)

Ptistroj pro pfipravu diazomethanu piedem (podle Fiesera)

5.2.4  Priprava vzorku

Do centrifugacni kyvety na 50 ml se pfesn¢ navazi dostatek vzorku, aby obsahoval
predpokladané mnozstvi 50 az 70 mg kyseliny thioglykolové. Okyseli se nékolika
kapkami kyseliny chlorovodikové (5.2.2.2), aby se dosahlo pH asi 3.
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525

5251

5252

5.2.6

Prida se 5ml demineralizované vody a 10 ml acetatového pufraéniho roztoku
(5.2.2.6).

Pomoci pH papirku se ovéii, zda je hodnota pH asi 5. Poté se prida 5 ml roztoku
octanu kademnatého (5.2.2.4).

Vycka se 10 minut a poté se odstfed’'uje nejméné 15 minut pii 4000 g. Odstrani se
supernatant, ktery miize obsahovat nerozpustny tuk (v pfipadé krémovych
prostfedkt). Tento tuk nelze zaménovat s thioly, které se hromadi jako kompaktni
hmota na dné¢ nadobky. Ovéfi se, Ze se po pridani nékolika kapek roztoku octanu
kademnatého (5.2.2.4) k supernatantu netvoii sraZenina.

Jestlize ptedchozi kvalitativni stanoveni neodhalilo pfitomnost jinych redukénich
¢inidel nez thioll, oveéfi se jodometricky, Ze mnozstvi thiolu pfitomného
v supernatantu neptekracuje 6 az 8 % ptivodniho mnozstvi.

Do centrifugacni zkumavky obsahujici sraZeninu se pfida 10 ml methanolu (5.2.2.3) a
srazenina se jemn¢ rozptyli tyC¢inkou. Znovu se odstfed’uje nejméné 15 minut pii
4000 g. Supernatant se slije a ov€fi se, ze neobsahuje thioly.

Srazenina se jesté jednou stejnym postupem promyje.
Do téZe centrifugacni kyvety se ptida

- 2 ml roztoku methyl-oktanoatu (5.2.2.5),

- 5 ml kyseliny chlorovodikové v methanolu (5.2.2.7).

Thioly se Uplné rozpusti (mize zbyvat malé mnozstvi nerozpustného zbytku
pomocnych latek).Toto je roztok ,,S*.

Na alikvotnim podilu tohoto roztoku se jodometricky ovéfi, ze obsah thiold ¢ini
alespoii 90 % hodnoty ziskané v bodé 5.1.

Methylace

Methylace se provadi bud’ pomoci pfipravy in situ (5.2.5.1), nebo piedem
pfipravenym roztokem diazomethanu (5.2.5.2).

Methylace in situ

Do methyla¢ni aparatury (5.2.3.2) obsahujici 1 ml etheru (5.2.2.11) se prevede 50 pl
roztoku ,,S* a methyluje se postupem (5.2.3.2) sasi 300 mg I-methyl-3-nitro-1-
nitrosoguanidinu (5.2.2.8). Po 15 minutach (ethericky roztok by mél byt zluty, coz
indikuje nadbytek diazomethanu) se roztok vzorku pfevede do nadobky na 2 ml
opatfené vzduchotésnou zatkou. Ponecha se v lednicce pies noc. Methyluji se dva
vzorky soucasng¢.

Methylace pfedem pfipravenym roztokem diazomethanu

Do nadobky na 5 ml opatiené zatkou se prevede 1 ml roztoku diazomethanu
(5.2.2.12) a poté 50 pl roztoku ,,S“. Ponecha se v lednicce pres noc.

Priprava standardu

Pfipravi se standardni roztok kyseliny thioglykolové (5.2.2.1) o znamé koncentraci,
obsahujici asi 60 mg Cisté kyseliny thioglykolové (5.2.2.1) ve 2 ml.

Toto je roztok ,,E*.

Vysréazeni, zkouska a methylace se provedou tak, jak je popsano v bodech 5.2.4 a
5.2.5.
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5.2.7 Podminky pro plynovou chromatografii

52.7.1

5272

Kolona

Typ: nerezova ocel.
Délka: 2 m.
Primér: 3 mm.

Napli

20 % didecylftalat/Chromosorb WAW, 80 az 100 mesh.

5273

5274

5.2.7.5

5.2.7.6

5.2.7.7

5.2.7.8

Detektor

Plamenovy ioniza¢ni. Vhodné nastaveni citlivosti elektrometru plamenového
joniza¢niho detektoru je 8 x 107° A.

Plyny
Nosny plyn: dusik.
tlak: 2,2 bar,
pratok: 35 ml/min.
Pomocny plyn: vodik.
tlak: 1,8 bar,
pratok: 15 ml/min.
Plyny pro detektor: podle specifikace vyrobce pfistroje.
Teplotni podminky
Nastiik: 200 °C
Detektor: 200 °C
Kolona: 90 °C.
Rychlost posuvu papiru v zapisovaci
5 mm/min.
Nastfikované mnozstvi
3 pl. Provede se pét nastiikda.

Chromatografické podminky jsou uvedeny pouze jako voditko. Umozni dosdhnout
rozliSeni ,,R* rovné nebo lepsi nez 1,5, kde:

R =2 d' (r2 - rl)

W, + W,
kde
rjarn = retencni Casy dvou piki (v minutach),
W;a W, = §irka pikl v poloving vysky piki (v milimetrech),
d = rychlost posuvu papiru (v milimetrech za minutu).

Doporucuje se zvySovat na zavér chromatografického méfeni teplotu z 90 °C na
150 °C rychlosti 10 °C za minutu, aby se vyloucily latky, které by mohly rusit
nasledujici méteni.
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528
5.2.8.1

5.2.8.2

Vypocty

Koeficient umérnosti pro kyselinu thioglykolovou
Pocita se vzhledem k methyloktanoatu na zéklad¢ standardni smési.

Oznaci-li se kyselina thioglykolova jako ,,t“,

pri¢emz
k= jeji koeficient umérnosti,
m' = jeji hmotnost ve smési (v miligramech),
S = plocha jejiho piku,
a oznaci-li se methyloktanoat jako ,,c*,
pricemz
m', = jeho hmotnost ve smési (v miligramech),
S'.= plocha jeho piku,
potom
' '

Tento koeficient se lisi podle pouzitého pristroje.

Koncentrace kyseliny thioglykolové pfitomné ve vzorku
Oznaci-li se kyselina thioglykolova jako ,,t*,
pricemz
k= jeji koeficient umérnosti,
S = plocha jejiho piku,
a oznaci-li se methyloktanoat jako ,,c*,
pri¢emz
m, = jeho hmotnost ve smési (v miligramech),
S.= plocha jeho piku,
M= hmotnost piivodniho zkuSebniho vzorku (v miligramech),
potom % (m/m) kyseliny thioglykolové pfitomné ve vzorku je:
m, , K, x5, x100
M c
OPAKOVATELNOST®

Pro vyrobky obsahujici asi 8 % (m/m) kyseliny thioglykolové nesmi rozdil mezi
vysledky dvou paralelnich stanoveni na stejném vzorku piekrocit absolutni hodnotu
0,8 %.

3 Viz CSN ISO 5725
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KVALITATIVNI A KVANTITATIVNI STANOVENI HEXACHLOROFENU (INN)

(Smérnice komise 83/514/EHS ze 27. zati 1983)

A. KVALITATIVNI STANOVENI

1.

3.1
3.2
3.3
34
3.5

3.6

3.7

4.1
4.2
43

5.1

52
53
54

5.5
5.6

ROZSAH A OBLAST POUZITI
Tato metoda je vhodna pro vSechny kosmetické prostiedky.
PRINCIP

Hexachlorofen ve vzorku se extrahuje ethylacetatem a kvalitativné se stanovi
chromatografii na tenké vrstve.

REAKCNI CINIDLA

Vsechna reakéni ¢inidla musi byt Cistoty p.a.

Kyselina sirova, 4M

Celit AW

Ethylacetat

Vyvijeci rozpoustédlo: Benzen obsahujici 1 % (V/V) ledové kyseliny octoveé.
Detekeni Cinidlo I:

Roztok rhodaminu B: Rozpusti se 100 mg rhodaminuB ve smési 150 ml
diethyletheru, 70 ml absolutniho ethanolu a 16 ml vody.

Detekéni Cinidlo 11:

Roztok 2,6-dibrom-4-(chlorimino)cyklohexa-2,5-dienonu:
400 mg 2,6-dibrom-4-(chlorimino)cyklohexa-2,5-dienonu se rozpusti ve 100 ml
methanolu (pfipravuje se cerstvy kazdy den).

Roztok uhli¢itanu sodného: 10 g uhli¢itanu sodného se rozpusti ve 100 ml
demineralizované vody.

Referencni roztok:

Hexachlorofen, 0,05% roztok (m/V) v ethylacetatu

PRISTROJE A POMUCKY

TLC desky Kieselgel 254, 200 x 200 mm (nebo ekvivalentni)

Obvyklé vybaveni pro TLC

Lézen pro temperaci chromatografické komory udrzovana na teploté¢ 26 °C
PRIPRAVA ZKUSEBN{HO VZORKU

1 g homogenizovaného vzorku se dikladné promicha s 1 g Celitu AW (3.2) a 1 ml
kyseliny sirové (3.1).

Susi se dvé hodiny pti 100 °C.
Necha se vychladnout a vysuseny zbytek se rozdrti na jemny prasek.

Dvakrat se extrahuje vzdy 10 ml ethylacetatu (3.3), po kazdé extrakci se odstiedi a
ethylacetatové vrstvy se slouci.

Odpati se pti 60 °C.
Odparek se rozpusti ve 2 ml ethylacetatu (3.3).
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6.2
6.3

6.4

6.5

6.5.1

6.5.2

7.2

POSTUP

2 Wl roztoku zkuSebniho vzorku (5.6) a 2 ul referen¢niho roztoku (3.7) se nanesou na
desku pro chromatografii na tenké vrstvé (4.1).

Komora (4.3) se nasyti vyvijecim rozpoustédlem (3.4).

Deska pro chromatografii na tenké vrstvé se vlozi do komory a vyviji se do
vzdalenosti ¢ela 150 mm.

Deska pro chromatografii na tenké vrstvé deska se vyjme z komory a suSi se
v susarn¢ s nucenym obéhem vzduchu pfi teplote asi 105 °C.

Detekce

Skvrny hexachlorofenu na desce pro chromatografii na tenké vrstvé se detekuji
zplsobem popsanym v bod¢ 6.5.1 nebo 6.5.2.

Deska se rovnomérné postiikd detekénim ¢inidlem I (3.5). Po 30 minutach se deska
pozoruje v UV svétle pti 254 nm.

Deska se rovnomérné postiikd roztokem
2,6-dibrom-4-(chlorimino)cyklohexa-2,5-dienonu  detekéniho  ¢inidlaIl  (3.6).
Nasledné¢ se deska postiika roztokem uhli¢itanu sodného (3.6). Deska se po
10 minutach suseni pti pokojové teploté pozoruje v dennim svétle.

INTERPRETACE
Detek¢éni ¢inidlo I (3.5):

Hexachlorofen se detekuje jako namodrala skvrna na zZluto-oranzovém fluoreskujicim
pozadi a ma R¢ pfiblizné 0,5.

Detek¢ni Cinidlo 11 (3.6):

Hexachlorofen se detekuje jako blankytné¢ modra az tyrkysové zbarvena skvrna na
bilém pozadi a ma R; ptiblizné 0,5.

B. KVANTITATIVNI STANOVENI

1.

4.1
4.2
43
4.4
4.5

ROZSAH A OBLAST POUZITI
Tato metoda se hodi pro vSechny kosmetické prostiedky.
DEFINICE

Obsah hexachlorofenu ve vzorku stanoveny touto metodou se vyjadii v hmotnostnich
procentech hexachlorofenu.

PRINCIP

Hexachlorofen se stanovuje po pfeméné na methylderivat plynovou chromatografii
s detektorem elektronového zachytu.

REAKCNI CINIDLA

Vsechna reak¢ni Cinidla musi byt Cistoty p.a.
Ethylacetat
N-methyl-N-nitroso-p-toluensulfonamid (diazald)
Diethylether

Methanol

2-(2-ethoxyethoxy)ethanol (karbitol)
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4.6
4.7
4.8
4.9
4.10
4.11
4.12
4.13
4.14
4.15
4.16

5.1
52
53

6.1

6.1.1

6.2

6.3

Kyselina mravenc¢i

Hydroxid draselny, 50% vodny roztok (m/m) (pfipravuje se Cerstvy kazdy den)
Hexan pro spektroskopii

Bromchlorofen (standard ¢. 1)

4,4'6,6'-tetrachlor-2,2'-thiodifenol (standard ¢. 2)
2,4,4'-trichlor-2-hydroxydifenylether (standard ¢. 3)

Aceton

Kyselina sirova, 4M

Celit AW

Kyselina mravenci v ethylacetatu, 10% roztok (V/V)

Hexachlorofen

PRISTROJE A POMUCKY

Obvyklé laboratorni sklo

Miniaparatura pro piipravu diazomethanu (Analyt. Chem. 1973, 45, 2302-2)
Plynovy chromatograf vybaveny detektorem elektronového zachytu se zdrojem “*Ni
POSTUP

Priprava standardniho roztoku

Standard se zvoli tak, aby neinterferoval se Zadnou latkou obsazenou v analyzovaném
vyrobku jako pomocna latka. Obvykle je nejvhodnéjsi standard €. 1 (4.9).

Do odmérné bainiky na 100 ml se pfesné navazi asi 50 mg standardu €. 1, 2 nebo 3
(4.9, 4.10 nebo 4.11) a 50 mg hexachlorofenu (4.16). Doplni se na objem
ethylacetatem (4.1) (roztok A). 10 ml roztoku A se ziedi ethylacetitem (4.1) na
100 ml (roztok B).

Do odmérné banky na 100 ml se pifesn¢ navazi asi 50 mg standardu €. 1, 2 nebo 3
(4.9, 4.10 nebo 4.11). Doplni se na objem ethylacetatem (4.1) (roztok C).

Priprava vzorku®

Piesné se navazi 1 g homogenizovaného vzorku a dikladn¢ se promicha s 1 ml
kyseliny sirové (4.13), 15 ml acetonu (4.12) a 8 g Celitu AW (4.14). Smés se 30
minut susi vzduchem na vodni lazni, poté se jeden a pil hodiny susi v susarn¢
s nucenym obcéhem vzduchu. Necha se vychladnout, zbytek se rozdrti na jemny
prasek a prevede do sklenéné kolony. Eluuje se ethylacetatem (4.1) a jima se 100 ml.
Ptidaji se 2 ml roztoku vnitiniho standardu (roztok C) (6.1.2).

Methylace vzorku

Vsechna reakéni ¢inidla a aparatura se dvé hodiny chladi na teplotu 0 az 4 °C. Do
vn¢jSiho zasobniku diazomethanové aparatury se prevede 1,2ml roztoku
ptipraveného podle bodu 6.2 a 0,1 ml methanolu (4.4). Do stfedniho zasobniku se
prevede asi 200 mg diazaldu (4.2), ptida se 1 ml karbitolu (4.5) a 1 ml diethyletheru
(4.3) a necha se rozpustit. Aparatura se sestavi, z poloviny se ponofi do lazné
o teplot¢ 0°C a do stfedniho zasobniku se injekéni stfikackou zavede asi 1 ml

> Vzhledem k tomu, Ze hexachlorofen je obsaZen v celé fadé typt vyrobki, je dilleité pred
definitivnim zaznamenanim vysledkl stanovit vytézek hexachlorofenu pfi stanoveni v doty¢ném
vzorku timto postupem. Jsou-li vytézky nizké, mohou byt se souhlasem zicastnénych stran
provedeny zmény, napiiklad zména rozpoustédla (benzen misto ethylacetatu) apod.
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6.4

vychlazeného roztoku hydroxidu draselného (4.7). Je tfeba se presvédCit, Ze zluté

zbarveni zplUsobené vzniklym diazomethanem pretrvava. Pokud Zluté zbarveni

nepietrvava, methylace se opakuje s dal§imi 200 mg diazaldu (4.2).

Aparatura se po 15 minutich vyjme zlazné a ponecha se uzaviena pii pokojové
teploté 12 hodin. Aparatura se otevie, prebytek diazomethanu se odstrani pridavkem
nckolika kapek 10% (V/V) roztoku kyseliny mravenci v ethylacetatu (4.15),
organicky roztok se pfevede do odmérné banky na 25 ml. Doplni se na objem
hexanem (4.8).

1,5 ul tohoto roztoku se nastiikne do chromatografu.
Methylace standardu

Vsechna reakeni ¢inidla a aparatura se dvé hodiny chladi na teplotu 0 az 4 °C. Do
vnéjsiho zasobniku diazomethanové aparatury se umisti:

0,2 ml roztoku B (6.1.1),
1 ml ethylacetatu (4.1),
0,1 ml methanolu (4.4).

V methylaci se pokracuje tak, jak je popsano v bod¢ 6.3. 1,5 pl vysledného roztoku se
nasttikne do chromatografu.

PLYNOVA CHROMATOGRAFIE

Kolona musi zaru¢it rozliseni ,,R*“ rovné nebo lepsi nez 1,5, kde:

R =2 d'(n - 1)
W, + W,
kde
rjarn = retencni casy dvou pikl (v minutach),
W;aW, = Sitky pikd v poloviné vysky pika (v milimetrech),
d = rychlost posuvu papiru (v milimetrech za minutu).

Jako vhodné se ukazaly nasledujici chromatografické podminky:
Kolona: nerezova ocel.

Délka: 1,7 m.

Primér: 3 mm.
Nosic:

Chromosorb WAW

zrnitost: 80 az 100 mesh.
Stacionarni faze: 10% OV 17.
Teploty:

kolona: 280 °C,

nastrik: 280 °C,

detektor: 280 °C.

8 Pietrvavani tohoto Zlutého zbarveni je znamkou piebytku diazomethanu, ktery je nezbytny pro
zajisténi Uplné methylace vzorku.
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Nosny plyn: dusik zbaveny kysliku.
Tlak: 2,3 bar.
Pratok: 30 ml/min.

8. VYPOCET

8.1 Koeficient umernosti hexachlorofenu
Bude odpovidat zvolenému standardu a jeho poméru ve standardni smési.
Oznaci-li se
h = hexachlorofen,
ky = jeho koeficient imérnosti,
m', = jeho hmotnost ve smési (v gramech),
A'y, = plocha jeho piku,
s = vybrany standard,
m' = jeho hmotnost ve smési (v gramech),
A's = plocha jeho piku,

potom:

8.2 Mnozstvi hexachlorofenu ve vzorku
Oznaci-li se
h = hexachlorofen,
ky = jeho koeficient imérnosti,
Ay, = plocha jeho piku,
s = vybrany standard,
mg = jeho hmotnost ve smési (v gramech),
A, = plocha jeho piku,
M = hmotnost odebrané¢ho vzorku (v gramech),
potom % (m/m) hexachlorofenu ve vzorku je
m, x k, x A, %100
M x A,

8. OPAKOVATELNOST®

Pro vyrobky obsahujici asi 0,1 % (m/m) hexachlorofenu nesmi rozdil mezi vysledky
dvou paralelnich stanoveni na stejném vzorku piekrocit absolutni hodnotu 0,005 %.

3 Viz CSN 1SO 5725
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4.1
4.2

43

4.4
4.5
4.6
4.6.1
4.6.2
4.7

4.8
4.9
4.10

5.1

52

53

6.1

KVANTITATIVNI STANOVENI TOSYLCHLORAMIDU SODNEHO
(CHLORAMINU-T)(INN)

(Smérnice komise 83/514/EHS z 27. zati 1983)

ROZSAH A OBLAST POUZITI

Vtéto metodé¢ je popsdno kvantitativni stanoveni tosylchloramidu sodného
(chloraminu-T) v kosmetickych prostifedcich chromatografii na tenké vrstve.

DEFINICE

Obsah chloraminu-T ve vzorku stanoveny touto metodou se vyjadii v hmotnostnich
procentech (m/m).

PRINCIP

Chloramin-T se kvantitativné hydrolyzuje na 4-toluensulfonamid varem s kyselinou
chlorovodikovou.

Mnozstvi vzniklého 4-toluensulfonamidu se po chromatografii na tenké vrstvé stanovi
fotodenzitometricky.

REAKCNI CINIDLA
Vsechna reak¢ni Cinidla musi byt Cistoty p.a.
Tosylchloramid sodny (chloramin-T)

Standardni roztok 4-toluensulfonamidu: 50 mg 4-toluensulfonamidu ve 100 ml
ethanolu (4.5)

Kyselina chlorovodikova, 37% (m/m), d;° = 1,18 g/ml

Diethylether

Ethanol, 96% (V/V)

Vyviject rozpoustédlo

Butan-1-ol/ethanol (4.5)/voda (40:4:9, V/V/V), nebo
Chloroform/aceton (6:4, V/V)

Hotové desky pro chromatografii na tenké vrstvé, silikagel 60, bez fluorescen¢niho
indikatoru

Manganistan draselny

Kyselina chlorovodikova, 15% (m/m)

Vyvolavaci €inidlo: 2-toluidin, 1% roztok (m/V) v ethanolu (4.5)
PRISTROJE A POMUCKY

Obvyklé laboratorni vybaveni

Obvykl¢ vybaveni pro chromatografii na tenké vrstvé
Fotodenzitometr

POSTUP

Hydrolyza

Do baiiky na 50 ml s kulatym dnem se piesné navazi asi 1 g vzorku (m). Piida se 5 ml
vody a 5 ml kyseliny chlorovodikové (4.3) a vaii se jednu hodinu pod zpétnym
chladicem. Horka suspenze se okamzité pfevede vodou do odmérné banky na 50 ml.
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6.2
6.2.1

6.2.2

6.3
6.3.1

6.3.2

6.3.3

6.4

6.5

Necha se vychladnout a doplni po rysku vodou. Odstied’'uje se pét minut alespon pii
3000 ot./min a supernatant se zfiltruje.

Extrakce

Odebere se 30 ml filtratu a extrahuje se tiikrat 15 ml diethyletheru (4.4). V ptipadé
potfeby se etherové faze vysusi a shromazdi v 50 ml odmérné bance. Doplni se na
objem diethyletherem (4.4).

Odebere se 25 ml vysuSeného etherického extraktu a odpaii se do sucha v proudu
dusiku. Odparek se rozpusti v 1 ml ethanolu (4.5).

Chromatografie na tenké vrstvé

20 I ethanolického roztoku odparku (6.2.2) se nanese na desku pro chromatografii na
tenké vrstvé (4.7).

Soucasné a stejnym zplisobem se nanese 8, 12, 16 a 20 pl standardnich roztokt
4-toluensulfonamidu (4.2).

Nechd se vyvijet ve vyvijecim rozpoustédle (4.6.1 nebo 4.6.2) az celo dosdhne
vzdalenosti asi 150 mm.

Po Uplném odpareni vyvijeciho rozpoustédla se deska umisti na dvé az tii minuty do
atmosféry par chloru, vzniklych nalitim asi 100 ml kyseliny chlorovodikové (4.9) na
asi 2 g manganistanu draselného (4.8) v uzaviené nadob¢. Piebytek chloru se odstrani
zahiatim desky na 100 °C po dobu péti minut. Poté se deska postiikd detekénim
¢inidlem (4.10).

Méieni

Ptiblizn€ po jedné hodiné se fialové skvmy prométi fotodenzitometrem pii 525 nm.
Vyneseni kalibracnich kiivek

Hodnoty maximalnich vySek pikti stanovenych pro ¢tyii skvrny 4-toluensulfonamidu
se vynesou proti odpovidajicim mnozZstvim 4-toluensulfonamidu (tj. 4, 6, 8 a 10 pg
4-toluensulfonamidu na skvrnu).

POZNAMKA

Metodu je mozno ovefit pomoci 0,1 nebo 0,2% roztoku (m/V) chloraminu-T (4.1),
ktery se podrobi stejnému postupu jako vzorek (6).

VYPOCET

Obsah chloraminu-T ve vzorku vyjadfeny v hmotnostnich procentech se vypocte
takto

. . L33 xa

% (m/m) tosylchloramid sodny = ———
60 x m
kde
1,33 = piepocitavaci faktor 4-toluensulfonamid/Chloramin-T,
a = mnozstvi 4-toluensulfonamidu ve vzorku, odeétené z kalibra¢nich kiivek
(V Hg).

m = hmotnost odebrané¢ho vzorku (v gramech).
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8. OPAKOVATELNOST®
Pro vyrobky obsahujici asi 0,2 % (m/m) chloraminu-T nesmi rozdil mezi vysledky
dvou paralelnich stanoveni na stejném vzorku piekrocit absolutni hodnotu 0,03 %.

KVANTITATIVNI STANOVENI CELKOVEHO FLUORU
V ZUBNICH PASTACH
(Smérnice komise 83/514/EHS z 27. zati 1983)

1. ROZSAH A OBLAST POUZITI{

Tato metoda je urena ke kvantitativnimu stanoveni celkového fluoru v zubnich
pastach. Je vhodna pro obsah neptesahujici 0,25 %.

2. DEFINICE
Obsah fluoru ve vzorku stanoveny touto metodou se vyjadii v hmotnostnich
procentech.

3. PRINCIP
Stanoveni se provadi plynovou chromatografii. Fluor se ze sloucenin obsahujicich
fluor pievede na triethylfluorsilan (TEFS) pifimou reakci s chlortriethylsilanem
(TECS) v kyselém prostiedi a soucasn¢ se extrahuje xylenem obsahujicim cyklohexan
jako vnitini standard.

4. REAKCNI CINIDLA
Vsechna reakéni ¢inidla musi byt Cistoty p.a.

4.1 Fluorid sodny, suSeny pii 120 °C do konstantni hmotnosti

4.2 Voda, dvakrat destilovana nebo ekvivalentni kvality

43 Kyselina chlorovodikova, d;° = 1,19 g/ml

44 Cyklohexan (C¢Hj5,)

4.5 Xylen nevykazujici na chromatogramu pfi chromatografii za stejnych podminek jako
vzorek (6.1) zadné piky pied pikem rozpoustédla. V pripadé potieby se Cisti destilaci
(5.9).

4.6 Chlortriethylsilan (TECS Merck nebo ekvivalentni)

4.7 Standardni roztoky fluoru

4.7.1  Zasobni roztok, 0,250 mg F /ml. Navazi se ptesné 138,1 mg fluoridu sodného (4.1) a
rozpusti se ve vodé (4.2). Roztok se kvantitativné pfevede do odmérné banky na
250 ml (5.5). Ztedi se po rysku vodou (4.2) a promicha.

4.7.2 Ztedény zasobni roztok, 0,050 mg F/ml. Do odmérné bafiky na 100 ml (5.5) se
pipetou pfevede 20 ml zasobniho roztoku (4.7.1). Ziedi se po rysku vodou a
promicha.

* Viz CSN 18O 5725
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4.8

4.9

4.10
4.11

5.1
52
53
54
5.5
5.6

5.7

5.8

6.1
6.1.1

6.1.3
6.14
6.1.5

Roztok vnitiniho standardu
Smicha se 1 ml cyklohexanu (4.4) a 5 ml xylenu (4.5).
Roztok chlortriethylsilan/vnitini standard

Do odmérné banky na 10 ml se pipetou (5.7) prevede 0,6 ml TECS (4.6) a 0,12 ml
roztoku vnitiniho standardu (4.8). Ztedi se xylenem po rysku a promicha. Pfipravuje
se Cerstvy kazdy den.

Kyselina chloristé, 70% (m/V)

Kyselina chloristé, 20% (m/V) ve vodé (4.2)

PRISTROJE A POMUCKY

Obvyklé laboratorni vybaveni

Plynovy chromatograf vybaveny plamenovym ionizacnim detektorem
Michacka Vortex nebo ekvivalentni

Trepacka Biihler, typ SMB; nebo ekvivalentni

Odmérné banky na 100 a 250 ml z polypropylenu

Centrifugaéni kyvety (sklenéné¢) na 20 ml se Sroubovacimi uzavéry potazenymi
teflonem, Sovirel typ 611-56 nebo ekvivalentni. Kyvety a uzavéry se Cisti louhovanim
v kyselin€ chloristé (4.11) n€kolik hodin, poté se pétkrat vyplachnou vodou (4.2) a
nakonec se susi pti 100 °C.

Pipety s nastavitelnym objemem na 50 az 200 pl, se Spickami z plastu na jedno
pouziti.

Destilacni pfistroj s tfidilnou Schneiderovou kolonou nebo ekvivalentni kolonou
Vigreux.

POSTUP

Analyza vzorku

Vybere se dosud neoteviena tuba se zubni pastou, roziizne se a veSkery obsah se
vyjme. Prevede se do nadoby z plastu, dikladné se promicha a uchovava se za
podminek, pfi nichz nedojde ke znehodnoceni vzorku.

Do centrifuga¢ni zkumavky (5.6) se navazi presn¢ 150 mg vzorku (m), pfida se 5 ml
vody (4.2) a zhomogenizuje se (5.3).

Ptida se 1 ml xylenu (4.5).
Po kapkéach se prida 5 ml kyseliny chlorovodikové (4.3) a zhomogenizuje se (5.3).

Do  centrifugacni  kyvety (5.6) se pipetou prida 0,5ml roztoku
chlortriethylsilan/vnitini standard (4.9).

Kyveta se uzavie Sroubovacim uzavérem (5.6) a dikladné se tfepe 45 minut na
ttepacce (5.4) nastavené na 150 kmitli za minutu.

Odstted’uje se 10 minut pii takové rychlosti, aby doSlo ke zietelné separaci fazi,
kyveta se otevie, organicka vrstva se oddeli a 3 pl organické faze se nasttiknou do
kolony plynového chromatografu (5.2).

Poznamka:
Eluce vSech slozek trva asi 20 minut.

Nastiik se opakuje, vypofte se primérny pomér ploch pikd (Atgrs/Acn), a
odpovidajici obsah fluoru (v miligramech (m;)) se odecte z kalibracni kiivky (6.3).
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6.2
6.2.1

6.3
6.3.1

6.3.2
6.3.3
6.3.4
6.3.5

Celkovy obsah fluoru ve vzorku (v hmotnostnich procentech fluoru) se vypocéte
zpusobem popsanym v bodé¢ 7.

Chromatografické podminky
Kolona: nerezova ocel.

Délka: 1,8 m.

Primér: 3 mm.

Nosic¢: Gaschrom Q, 80 az 100 mesh.

Stacionarni faze: silikonovy olej DC 200 nebo ekvivalentni, 20 %. Kolona se
kondicionuje pifes noc pii 100 °C (pfi prutoku nosného plynu 25 ml dusiku za
minutu), coz se opakuje kazdou noc. Po kazdém ctvrtém nebo patém nastiiku se
kolona znovu kondicionuje zahfatim na 100 °C na dobu 30 minut.

Teplotni rezim:

kolona: 70 °C,

nastrik: 150 °C,

detektor. 250 °C.
Pratok nosného plynu: 35 ml dusiku za minutu.
Kalibraéni kiivka

Do tady Sesti centrifugacnich kyvet (5.6) se pipetou odméii 0, 1, 2, 3, 4 a Sml
ziedéného standardniho roztoku fluoridu (4.7.2). Kazda zkumavka se doplni vodou
(4.2) na objem 5 ml.

Pokracuje se tak, jak je popsano v bodech 6.1.3 az 6.1.6 véetné.
Do kolony plynového chromatografu (5.2) se nastiiknou 3 pl organické faze.
Nastiik se opakuje a vypocita se primérny pomer ploch pikd (Aters/Ach)-

Vynese se kalibra¢ni kifivka zavislosti hmotnosti fluoru (v miligramech) ve
standardnich roztocich (6.3.1) a pomér ploch piku (Atgrs/Acn) zméfenych podle bodu
6.3.4. Pomoci regresni analyzy se provede nejlepsi prolozeni bodu kiivky primkou.

VYPOCET
Koncentrace celkového fluoru ve vzorku (v hmotnostnich procentech fluoru) (%
(m/m) F) je dana vztahem

% F=21 x 100 %

m
kde
m =  zkuSebni vzorek (6.1.2) (v miligramech),
m; = mnozstvi F (v miligramech) odeétené z kalibra¢ni kiivky (6.1.8).
OPAKOVATELNOST®

Pro vyrobky obsahujici asi 0,15 % (m/m) fluoru nesmi rozdil mezi vysledky dvou
paralelnich stanoveni na stejném vzorku piekrocit absolutni hodnotu 0,012 %.

3 Viz CSN ISO 5725
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KVANTITATIVNI STANOVENi ORGANICKYCH SLOUCENIN RTUTI
(Smérnice komise 83/514/EHS z 27. zati 1983)

ROZSAH A OBLAST POUZITI

Dale popsanou metodu lze pouzit pro kvalitativni a kvantitativni stanoveni
organickych derivatll rtuti pouZivanych jako konzervaéni prisady v kosmetickych
prostiedcich k liceni a odlicovani o¢i. Metodu lze pouzit pro thiomersal (INN),
merthiolat a fenylrtutnaté soli.

A. KVALITATIVNI STANOVENI

1.

2.1
2.2
23
24
2.5
2.6

2.7
2.8

3.1
32
3.3

4.1
4.1.1

PRINCIP

Organické slouceniny rtuti se prevedou na komplex s 1,5-difenyl-3-thiokarbazonem.
Po extrakci dithizonatu chloridem uhli¢itym se provede chromatografie na tenké
vrstvé na silikagelu. Dithizonaty se na chromatogramu projevi jako oranzove
zbarvené skvrny.

REAKCNI CINIDLA

Vsechna reak¢ni ¢inidla musi byt Cistoty p.a.

Kyselina sirova, 25% (V/V)

1,5-difenyl-3-thiokarbazon (dithizon): 0,8 mg ve 100 ml chloridu uhli¢itého (2.4)
Dusik

Chlorid uhlicity

Vyvijeci rozpoustédlo: hexan/aceton, 90:10 (V/V)

Standardni roztok, 0,001 % ve vodé:
2-(ethylmercuriothio)benzoatu sodného,

chloridu ethylrtuti nebo chloridu methylrtuti,

dusi¢nanu fenylrtuti nebo octanu fenylrtuti,

chloridu rtutnatého nebo octanu rtutnatého.

Hotové silikagelové desky (napi. Merck 5721 nebo ekvivalentni)
Chlorid sodny

PRISTROJE A POMUCKY

Obvykl¢ laboratorni vybaveni

Obvyklé vybaveni pro TLC

Filtr pro separaci fazi

POSTUP

Extrakce

1 g vzorku se ziedi v centrifugacni kyveté 20 ml destilované vody. Co nejvice se
rozptyli a zahfeje na vodni lazni na 60 °C. Ptidaji se 4 g chloridu sodného (2.8).
Protiepe se. Necha se vychladnout.

Odstred’uje se alespon 20 minut pii 4500 ot./min, aby se odd¢lila vétsi cast pevné faze
od kapaliny. Prefiltruje se do d€lici nalevky a ptida se 0,25 ml roztoku kyseliny sirové
2.1).
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4.1.4
4.1.5
4.1.6

4.2
4.2.1

422

Nékolikrat se extrahuje 2 az 3 ml roztoku dithizonu (2.2), dokud nezlstane posledni
organicka faze zelena.

Vsechny organické faze se postupné piefiltruji ptes filtr pro separaci fazi (3.3).
Odpaii se do sucha v proudu dusiku (2.3).

Rozpusti se v 0,5 ml chloridu uhli¢itého (2.4). Roztok se okamzité pouZije zptisobem
popsanym v bodé 4.2.1.

Separace a kvalitativni stanoveni

Na silikagelovou desku (2.7) se ihned nanese 50 pl roztoku v chloridu uhlicitém,
ptipraveného podle bodu 4.1.6. Soucasné se 10 ml standardniho roztoku (2.6) podrobi
postupu popsanému v bod¢ 4.1 a 50 ul ziskaného roztoku se nanese na tutéz desku.

Deska se umisti do rozpoustédla (2.5) a rozpoustédlo se necha vystoupit do vysky
150 mm. Organické slouceniny rtuti se objevi jako oranzové skvrny, jejichz barva je
stala, jestlize se okamzit€ po odpareni rozpoustédla prikryji sklenénou deskou.

Lze ziskat naptiklad nasledujici hodnoty R¢:

Ry Barva

Thiomersal 0,33 OranzZova
Chlorid ethylrtuti 0,29 Oranzova
Chlorid methylrtuti 0,29 Oranzova
Soli fenylrtuti 0,21 Oranzova
Rtutnaté soli 0,10 Oranzova
Octan rtutnaty 0,10 Oranzova
1,5-difenyl-3-thiokarbazon 0,09 Ruzova

B. KVANTITATIVNI STANOVENI

1.

3.1

3.2

33
3.4
3.5
3.6

DEFINICE

Obsah organickych sloucenin rtuti stanoveny touto metodou se vyjadii
v hmotnostnich procentech (m/m) rtuti ve vzorku.

PRINCIP

Metoda je zalozena na méteni celkového obsahu piitomné rtuti. Je proto nezbytné se
nejprve ujistit, ze neni piitomna anorganicka rtut, a identifikovat organické
slouCeniny rtuti pfitomné ve vzorku. Po mineralizaci se uvolnéna rtut stanovi
bezplamenovou atomovou absorpci.

REAKCNI CINIDLA

Vsechna reakéni ¢inidla musi byt Cistoty p.a.

Koncentrovana kyselina dusi¢na, dio =1,41 g/ml

Koncentrovana kyselina sirova, dio =1,84 g/ml

Redestilovana voda

Manganistan draselny, 7% roztok (m/V)
Hydroxylamonium-chlorid, 1,5% roztok (m/V)
Peroxodisiran draselny, 5% roztok (m/V)
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3.7
3.8
3.9

4.1
4.2

52
5.2.1

522

Chlorid cinaty, 10% roztok (m/V)
Koncentrovana kyselina chlorovodikova, dio =1,18 g/ml

Skelna vata impregnovana chloridem paladnatym, 1% (m/m)
PRISTROJE A POMUCKY
Obvyklé laboratorni vybaveni

Pristroj pro stanoveni rtuti bezplamenovou atomovou absorpéni spektrometrii
(technika generovani studenych par) vcetné potfebného sklenéného nadobi. Opticka
draha kyvety alespont 100 mm.

POSTUP
Zachovavaji se vSechna bezpecnostni opatieni obvykla pro stopovou analyzu rtuti.
Rozklad

Pfesné se navazi 150 mg vzorku (m). Ptida se 10 ml kyseliny dusi¢né (3.1) a ponecha
se pusobit tfi hodiny ve vzduchotésné nadobce ve vodni lazni pfi 55 °C,
v pravidelnych intervalech se protfepava. Soucasné¢ se provede slepy pokus s
reak¢nimi ¢inidly.

Po vychladnuti se piida 10 ml kyseliny sirové (3.2) a jesté jednou se zahtiva 30 minut
ve vodni lazni vyhtaté na 55 °C.

Nadoba se vlozi do ledové lazné a opatrné se piida 20 ml vody (3.3).

Po davkach se pfidaji 2 ml 7% roztoku manganistanu draselného (3.4), dokud roztok
nezlstane zbarveny. Vrati se na dalSich 15 minut do vodni lazné vyhiaté na 55 °C.

Ptidaji se 4 ml roztoku peroxodisiranu draselné¢ho (3.6). V zahiivani na vodni lazni
pii 55 °C se pokracuje po dobu 30 minut.

Necha se vychladnout a obsah se prevede do odmérné banky na 100 ml. Nadobka se
vyplachne 5 ml roztoku hydroxylamonium-chloridu (3.5) a poté Ctytikrat 10 ml vody
(3.3). Roztok by se mél uplné odbarvit. Doplni se po rysku vodou (3.3).

Kvantitativni stanoveni

10 ml zkuSebniho roztoku (5.1.6) se pievede do sklenéné nadobky pro stanoveni rtuti
technikou generovani studenych par (4.2). Zredi se 100 ml vody (3.3) a nasledn¢ se
prida 5 ml kyseliny sirové (3.2) a 5 ml roztoku chloridu cinatého (3.7). Po kazdém
ptidavku se promicha. Vycka se 30 sekund, aby se veskeré ionty rtuti zredukovaly na
kovovou rtut’, a odecte se vysledna hodnota (n).

Skelna vata impregnovana chloridem paladnatym (3.9) se vlozi mezi  reduk¢ni
nadobku a pratocnou kyvetu pfistroje (4.2). Postup podle bodu 5.2.1 se opakuje a
odecte se vysledna hodnota. Pokud hodnota neni nulova, mineralizace byla netplna a
analyza se musi opakovat.

VYPOCET

Oznaci-li se

m = hmotnost zkusebniho vzorku (v mg)

n = mnozstvi rtuti ode¢tené na pfistroji (v pg), pak:

mnozstvi rtuti vyjadiené v hmotnostnich procentech rtuti se vypocte ze vzorce:

. . n
% rtuti = —
m
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7.1
7.2

4.1

4.2
43
4.4
45
4.6

4.7

4.8
4.9

POZNAMKY
Ke zlepseni mineralizace mtze byt nezbytné zacit ztedénim vzorku.

Je-li podezieni, Zze se rtut’ absorbuje na substrat, mélo by se provést kvantitativni
stanoveni metodou standardnich ptidavka.

OPAKOVATELNOST®

Pro vyrobky obsahujici asi 0,007 % (m/m) rtuti nesmi rozdil mezi vysledky dvou
paralelnich stanoveni na stejném vzorku piekrocit absolutni hodnotu 0,00035 %.

KVANTITATIVNI STANOVENI ALKALICKYCH SULFIDU
A SULFIDU KOVU ALKALICKYCH ZEMIN

(Smérnice komise 83/514/EHS z 27. zari 1983)

ROZSAH A OBLAST POUZITI

V této metod¢ je popsano kvantitativni stanoveni sulfidi ptitomnych v kosmetickych
prostfedcich. Pritomnost thiolt nebo jinych redukénich cCinidel (véetné sifiitand)
nerusi.

DEFINICE

Koncentrace sulfidli stanovena touto metodou se vyjadii v hmotnostnich procentech
siry.
PRINCIP

V okyseleném prostiedi se sirovodik odvede proudem dusiku a poté se vysrazi ve
formé sulfidu kademnatého. Ten se odfiltruje, proplachne a stanovi jodometricky.

REAKCNI CINIDLA

Vsechna reakéni ¢inidla musi byt Cistoty p.a.
Koncentrovana kyselina chlorovodikova, dio =1,19 g/ml
Thiosiran sodny, 0,1M odmérny roztok

Jod, 0,05M odmérny roztok

Sulfid sodny

Octan kademnaty

Koncentrovany amoniak, dio =0,90 g/ml

Amoniakalni roztok octanu kademnatého: 10 g octanu kademnatého (4.5) se rozpusti
v ptiblizn¢ 50 ml vody. Piidava se amoniak (4.6), dokud se sraZenina nerozpusti (tj.
priblizn¢ 20 ml). Doplni se vodou po rysku do 100 ml.

Dusik

Roztok amoniaku M

3 Viz CSN ISO 5725
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5.1
52
53

54

6.1
6.1.1

6.1.2
6.1.3

6.2
6.2.1
6.2.2

6.2.3
6.2.4

6.2.5

PRISTROJE A POMUCKY
Obvyklé laboratorni vybaveni
Ttihrdla zabrusova batika na 100 ml s kulatym dnem

Dvé Erlenmeyrovy banky na 150 ml se zabrusem, s trubickou pro pfivod a odvod
plynu.

Jedna nalevka s dlouhym stonkem

POSTUP

Uvolnéni sulfidit

Pouzije se dosud neoteviené baleni prostiedku. Do baiiky s kulatym dnem (5.2) se
presné navazi mnozstvi vyrobku (m) (vyjadieno v gramech), které odpovida nejvyse
30 mg sulfidovych ionti. Pfida se 60 ml vody a dvé kapky odpénovace.

Do obou Erlenmeyerovych bangk (5.3) se prevede po 50 ml roztoku (4.7).

Na ttihrdlou baiiku (5.2) se ptipoji délici nalevka, trubice pro ptivod a odvod plynu.
Trubice pro odvod plynu se pfipoji pomoci hadicek z PVC na Erlenmeyerovy banky
(5.3) fazené za sebou.

Pozndamka:  Aparatura na uvolnéni sulfidi musi projit nasledujici zkouskou
tésnosti: za stejnych zkuSebnich podminek se prostredek, ktery ma byt
zkouman, nahradi 10 ml roztoku sulfidu (pfipraveného podle bodu 4.4),
obsahujiciho ,,.X mg* sulfidu (stanovi se jodometricky). Necht' ,,Y* je
pocet miligramii sulfidu zjistény na konci této operace. Rozdil mezi
mnozstvim ,,X* a ,,Y* nesmi prekrocit 3 %.

Pro odstranéni vzduchu se necha baikou s kulatym dnem (5.2) 15 minut prochézet
dusik (4.8) rychlosti dvé bublinky za sekundu.

Banka s kulatym dnem se ohteje na 85 £ 5 °C.

Proud dusiku (4.8) se zastavi a po kapkach se ptida 40 ml kyseliny chlorovodikové
(4.1).

Proud dusiku (4.8) se obnovi po piidani témét veskeré kyseliny, ponecha se
minimalni mnozstvi kapaliny, aby se zamezilo tniku sirovodiku.

Po 30 minutach se ohfev prerusi. Banka (5.2) se necha nejméné hodinu a pil
chladnout za stalého proudu dusiku (4.8).

Titrace
Srazenina sulfidu kademnatého se odfiltruje pies nalevku s dlouhym stonkem (5.4).

Erlenmeyerovy banky (5.3) se nejprve proplachnou roztokem amoniaku (4.9) a
kapalina se nalije na filtr. Poté se vyplachnou destilovanou vodou a voda se pouZzije
k promyti srazeniny zadrzované na filtru.

Promyvani srazeniny se dokon¢i promytim dal$imi 100 ml vody.

Papirovy filtr se vlozi do prvni Erlenmeyerovy batiky, ktera obsahovala srazeninu.
Prida se 25 ml (n;) roztoku jodu (4.3), ptiblizné 20 ml kyseliny chlorovodikové (4.1)
a 50 ml destilované vody.

Nadbytek jodu se stanovi roztokem thiosiranu sodného (n,) (4.2).
VYPOCET

Obsah sulfidl ve vzorku vyjadieny v hmotnostnich procentech siry se vypocte podle
nasledujiciho vzorce:
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32 (n; Xy — n, X;)

Yo siry = 20 m
kde:
n = pouzité mnozstvi odmérného roztoku jodu (4.3) (v mililitrech),
X = molarita tohoto roztoku,
n, = pouzit¢ mnozstvi odmérného roztoku thiosiranu sodného (4.2)
(v mililitrech),
Xy = molarita tohoto roztoku,
m= hmotnost zku§ebniho vzorku (v gramech).
OPAKOVATELNOST®

Pro vyrobky obsahujici asi 2 % (m/m) sulfidd nesmi rozdil mezi vysledky dvou
paralelnich stanoveni na stejném vzorku piekrocit absolutni hodnotu 0,2 %.

KVALITATIVNI A KVANTITATIVNI STANOVENI
2,3-DIHYDROXYPROPYL-4-AMINOBENZOATU

(Smérnice komise 85/490/EHS z 11. fijna 1985)

A. KVALITATIVNI STANOVENI

L. ROZSAH A OBLAST POUZITI
Tato metoda slouzi ke kvalitativnimu stanoveni  2,3-dihydroxypropyl-4-
aminobenzoatu (glycerol-1-(4-aminobenzoatu)). Slouzi rovnéz ke kvalitativnimu
stanoveni ethyl-4-aminobenzoatu (benzokainu INN), ktery muze byt pfitomen jako
necistota.

2. PRINCIP
Kvalitativni stanoveni se provadi chromatografii na tenké vrstve s pouzitim silikagelu
a fluorescentniho indikatoru a dikazem volné primarni aminoskupiny
prostiednictvim tvorby diazobarviva na desce.

3. REAKCNI CINIDLA
Vsechna reakéni ¢inidla musi byt Cistoty p.a.

3.1 Smés rozpoustédel: cyklohexan/propan-2-ol/stabilizovany dichlormethan 48/64/9
(VIV/IV).

3.2 Vyvijeci rozpoustédlo: petrolether (40-60)/benzen/aceton/roztok hydroxidu
amonného (alespoii 25 % amoniaku): 35/35/35/1 (V/V/V/V).

33 Detek¢ni Cinidlo: a)  dusitan sodny: 1 g ve 100 ml 1M HCI (pfipraveny tésné pied

pouzitim),
b) 2-naftol: 0,2 g ve 100 ml 1M hydroxidu draselného.
* Viz CSN ISO 5725
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34

3.5

4.1

4.2

43

5.1

52

53
5.3.1
532

Standardni roztoky:

2,3-dihydroxypropyl-4-aminobenzoat: 0,05 g ve 100 ml smésného rozpoustédla 3.1;
ethyl-4-aminobenzoat: 0,05 g ve 100 ml smésného rozpoustédla 3.1.

Silikagelové desky 60 F254, o tloust'ce vrstvy 0,25 mm, 200 mm % 200 mm.
PRISTROJE A POMUCKY

Obvyklé zatizeni pro chromatografii na tenké vrstve

Ultrazvukova lazen

Filtr Millipore FH 0,5 um nebo ekvivalentni

POSTUP

Ptiprava vzorku

Do odmérné banky s uzdvérem na 10 ml se navazi 1,5 g prostiedku, ktery mé byt
analyzovan. Doplni se po rysku rozpoustédlem 3.1. Uzavie se a 1 hodinu ponecha pfi
pokojové teploté v ultrazvukové lazni (4.2.). Zfiltruje se pies filtr Millipore (4.3) a
filtrat se pouzije pro chromatografii.

Chromatografie na tenké vrstvé

Na desku (3.5) se nanese 10 pl roztoku vzorku (5.1) a kazdého ze standardnich
roztokli (3.4). Chromatogram se vyviji do vysky 150 mm v komofte pfedem nasycené
rozpoustédlem 3.2. Deska se nechd vyschnout pfi teploté okoli.

Detekce
Deska se pozoruje pod UV svétlem 254 nm.
Zcela vysusend deska se postiika roztokem 3.3 a).

Deska se necha schnout 1 minutu pii pokojové teploté a ihned se postiikd roztokem
3.3 b). Vysusi se v susarn¢ pii 60 °C. Objevi se skvrny oranzové barvy. 2,3-
dihydroxypropyl-4-aminobenzoat: R;asi 0,07, ethyl-4-aminobenzoat: Ry 0,55.

B. KVANTITATIVNI STANOVENI

1.

4.1
4.2

ROZSAH A OBLAST POUZITI

Tato metoda slouzi ke kvantitativnimu stanoveni 2,3-dihydroxypropyl-4-
aminobenzoatu a rovnéZz stanovuje ethyl-4-aminobenzoat. Nelze stanovit vice nez 5 %
(m/m)  2,3-dihydroxypropyl-4-aminobenzoatu a vice nez 1% (m/m)
ethyl-4-aminobenzoatu.

DEFINICE

Obsah 2,3-dihydroxypropyl-4-aminobenzoatu a obsah ethyl-4-amino-benzoatu
stanovené touto metodou se vyjadii v procentech (% m/m) hmotnosti prostfedku.

PRINCIP

Prosttedek, ktery ma byt analyzovan, se suspenduje v methanolu a po vhodné tuprave
vzorku se stanovi vysokoucinnou kapalinovou chromatografii (HPLC).

REAKCNI CINIDLA

Vsechna reakéni ¢inidla musi byt Cistoty p.a. a musi byt vhodna pro HPLC.
Methanol

Dihydrogenfosfore¢nan draselny (KH,PO,)
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43

4.4

4.5
4.6
4.7
4.8
4.9

4.10

Octan zine¢naty (Zn(CH;COO),-2H,0)

Kyselina octova (dﬁO =1,05)
Hexakyanozeleznatan draselny (K4(Fe(CN)g)-3H,0)
Ethyl-4-hydroxybenzoat
2,3-dihydroxypropyl-4-aminobenzoat
Ethyl-4-aminobenzoat

Fosfatovy pufracni roztok (0,02M): rozpusti se 2,72 g dihydrogenfosfore¢nanu
draselného (4.2) v jednom litru vody.

Elu¢ni roztok: fosfatovy pufracni roztok (4.9)/methanol (4.1) 61/39 (V/V)

SloZeni mobilni faize mlize byt zménéno s cilem dosahnout faktoru rozliseni R > 1,5.

4.11

4.12

4.13

4.14

Rzzd'Rz—d'R1
W, +W,
kde
RiaR; = retencni Casy pikli v minutach,
W;aW, = Sitky piki v poloviné vysky pikti v mm,
d = rychlost posuvu papiru v milimetrech za minutu.

Zasobni roztok 2,3-dihydroxypropyl-4-aminobenzoatu: Navazi se presné asi 40 mg
2,3-dihydroxypropyl-4-aminobenzoatu a pievede se do odmérné banky na 100 ml.
Rozpusti se ve 40 ml methanolu (4.1). Doplni se pufracnim roztokem (4.9) po rysku a
promicha se.

Zasobni  roztok ethyl-4-aminobenzoatu: Navazi se presné asi 40 mg
ethyl-4-aminobenzodtu a pievede se do odmérné baiky na 100 ml. Rozpusti se
ve 40 ml methanolu (4.1). Doplni se pufra¢nim roztokem (4.9) po rysku a promicha
se.

Roztok vnitiniho standardu: Navazi se ptesné asi 50 mg ethyl-4-hydroxybenzoatu a
pirevede se do odmérné bailkky na 100 ml. Rozpusti se ve 40 ml methanolu (4.1).
Doplni se pufracnim roztokem (4.9) po rysku a promicha se.

Standardni roztoky: Pfipravi se Ctyii standardni roztoky rozpusténim nasledujicich
latek ve 100 ml eluéniho roztoku (4.10) podle nasledujici tabulky:

Standardni | 2,3-dihydroxypropyl-4- | ethyl-4-aminobenzoat | ethyl-4-hydroxybenzoat
roztok aminobenzoat
(ng/ml) | ml(4.11) | (ug/ml) | ml(4.12) | (pg/ml) | ml(4.13)
(*) (*) (*)
I 8 2 8 2 50 10
I 16 4 12 3 50 10
11 24 6 16 4 50 10
v 40 10 20 5 50 10

(*) Tyto hodnoty jsou informativni a odpovidaji pfesnym hmotnostem v 4.11, 4.12 a
4.13.

Poznamka: Tyto roztoky mohou byt pfipraveny jinym zptisobem.
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4.15

4.16

4.17

5.1
52

53

54

6.1
6.1.1
6.1.2

6.2
6.2.1

6.2.2
6.2.3

6.3
6.3.1
6.3.2

6.3.3

7.1

Carrezovo ¢inidlo I: Rozpusti se 26,5 g hexakyanoZeleznatanu draselného (4.5) ve
vode¢ a doplni se do 250 ml.

Carrezovo cinidlo II: Rozpusti se 54,9 g octanu zinecnaté¢ho (4.3) a 7,5 ml kyseliny
octové (4.4) ve vodé a doplni se do 250 ml.

Merck Lichrosorb RP-18, nebo ekvivalentni, s primérnou velikosti ¢astic 5 um
PRISTROJE A POMUCKY
Obvykl¢ laboratorni vybaveni

Zatizeni pro vysokoucinnou chromatografii s ultrafialovym detektorem o nastavitelné
vlnové délce a komorou s termostatem nastavenym na 45 °C

Kolona z nerezové oceli: délka: 250 mm; vnitini primér: 4,6 mm; napli Lichrosorb
RP-18 (4.17)

Ultrazvukova lazen

POSTUP

Priprava vzorku

Do kadinky na 100 ml se piesné navazi 1 g vzorku a prida se 10 ml methanolu (4.1).

Kadinka se na 20 minut umisti do ultrazvukové lazné (5.4), aby se vytvoftila suspenze.
Takto vytvofena suspenze se kvantitativné prevede nejvyse 75 ml elu¢niho Cinidla
(4.10) do odmérné banky na 100 ml.

Postupné se pfida 1 ml Carrezova €inidla I (4.15) a 1 ml Carrezova ¢inidla II (4.16) a
po kazdém ptidani se promicha. Doplni se elu¢nim roztokem (4.10) po rysku, znovu
se promicha a zfiltruje se ptes skladany filtracni papir.

Do odmérné bainky na 50 ml se pipetou pievede 3,0 ml filtrdtu ziskaného podle
bodu 6.1.2 a 5,0 ml roztoku vnitiniho standardu (4.13). Doplni se elu¢nim roztokem
po rysku a promicha se. Takto ziskany roztok se pouzije pro provedeni
chromatografické analyzy popsané v bod¢ 6.2.

Chromatografie

Pritok mobilni faze (4.10) se upravi na 1,2 ml/min a teplota kolony se nastavi na
45 °C.

Detektor (5.2) se nastavi na 274 nm.

Do chromatografu se mikrostiikackou alespon dvakrat nasttikne 20 pl roztoku (6.1.3)
a zm¢eti se plochy pikt.

Kalibraéni kiivka
Nastrikne se 20 ul kazdého ze standardnich roztokt (4.14) a zméfi se plochy pikd.

Pro kazdou koncentraci se vypocte pomér ploch pikd 2,3-dihydroxypropyl-4-
aminobenzoatu k plochdm pikil vnitiniho standardu. Tento pomér se vynese na osu x
ana osu y se vynese pomér odpovidajicich hmotnosti.

Stejnym zpilisobem se postupuje v piipadé ethyl-4-hydroxybenzoatu.
VYPOCET

Z kalibracni kiivky ziskané v bod¢ 6.3 se odectou poméry hmotnosti (RP1, RP2)
odpovidajici pomértim mezi plochami pikli vypocitanymi v bod¢ 6.2.3, kde

RP1 = hmotnost 2,3-dihydroxypropyl-4-aminobenzoatu /hmotnost
ethyl-4-hydroxybenzoatu,

RP2 = hmotnost ethyl-4-aminobenzoatu/hmotnost ethyl-4-hydroxybenzoatu,
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7.2 Z takto ziskanych pomérli hmotnosti se vypocitda obsah 2,3-dihydroxypropyl-4-
aminobenzoatu a obsah ethyl-4-aminobenzoatu v hmotnostnich procentech (% m/m)
pomoci vzorce:

R, % (m/m) 2,3-dihydroxypropyl-4-aminobenzoatu = RP1 ><6i
P
R, %(m/m) ethyl-4-aminobenzoatu = RP2 ><6i
p
q = mnozstvi ethyl-4-hydroxybenzoatu (vnitiniho standardu) navazené v bod¢ 4.12
v mg,
p = mnozstvi vzorku navazené v bodé 6.1.1 v g.

8. OPAKOVATELNOST®

8.1 Pro vyrobky obsahujici asi 5 % (m/m) 2,3-dihydroxypropyl-4- aminobenzoatu
nesmi rozdil mezi vysledky dvou paralelnich stanoveni na stejném vzorku ptrekrocit
absolutni hodnotu 0,25 %.

8.2 Pro vyrobky obsahujici asi 1 % (m/m) ethyl-4-aminobenzoatu nesmi rozdil mezi
vysledky dvou paralelnich stanoveni na stejném vzorku ptekrocit absolutni hodnotu
0,10 %.

9. POZNAMKY

9.1 Pfed provedenim analyzy je tfeba zkontrolovat, zda vzorek neobsahuje latky, jejichz
piky by se mohly na chromatogramu piekryvat spikem vnitiniho standardu
(ethyl-4-aminobenzoatu).

9.2 Pro kontrolu, zda nedochazi k dal$i interferenci, se stanoveni opakuje, pfi¢emz se
podil methanolu v mobilni f4zi zméni relativné o 10 %.

KVANTITATIVNI STANOVENI CHLORBUTANOLU
(Smérnice komise 85/490/EHS z 11. fijna 1985)

1 ROZSAH A OBLAST POUZIT{

Tato metoda je vhodna pro kvantitativni stanoveni chlorbutanolu (INN) az do
maximalni koncentrace 0,5 % (m/m) ve vSech kosmetickych prostfedcich s vyjimkou
aerosolu.

2 DEFINICE
Obsah chlorbutanolu stanoveny touto metodou se vyjadii v procentech hmotnosti
(% m/m) prostiedku.

3 PRINCIP
Po vhodném zpracovani prostiedku, ktery ma byt analyzovan, se stanoveni provede
plynovou chromatografii s 2,2,2-trichlorethanolem jako vnitinim standardem.

* Viz CSN 18O 5725
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4.1
4.2
43
44
45

5.1
52

6.1

6.2
6.2.1

6.2.2

REAKCNI CINIDLA

Vsechna reakéni ¢inidla musi byt Cistoty p.a.

Chlorbutanol (1,1,1-trichlor-2-methylpropan-2-ol)

2,2,2-trichlorethanol

Absolutni ethanol

Standardni roztok chlorbutanolu: 0,025 g ve 100 ml ethanolu (4.3) (m/V)
Standardni roztok 2,2,2-trichlorethanolu: 4 mg ve 100 ml ethanolu (4.3) (m/V)
PRISTROJE A POMUCKY

Obvyklé laboratorni vybaveni

Plynovy chromatograf s detektorem elektronového zachytu s “Ni
POSTUP

Ptiprava vzorku

Do odmémé banky na 100 ml se odvazi ptresn¢ od 0,1 az 0,3 g vzorku (p gramil).
Obsah se rozpusti v ethanolu (4.3), pfida se 1 ml roztoku vnitiniho standardu (4.5) a
doplni po rysku ethanolem.

Chromatografické podminky

Provozni podminky musi davat rozliSovaci faktor R > 1,5.

R =2 dR, -dR,
W, +W,
kde
RyaR, = retentni Casy pikll v minutéch,
W;a W, = Sifky pikl v poloviné vysky pikd v mm,
d = rychlost posuvu papiru v milimetrech za minutu.

Pozadované rozliseni poskytnou napiiklad nasledujici provozni podminky:

Kolona I 11
Material Sklo Nerezova ocel
Délka 1,8 m 3m
Primér 3 mm 3 mm

Stacionarni faze

10% Carbowax 20 M TPA na
Gaschromu Q 80 - 100 mesh

5% OV 17 na Chromosorbu
WAW DMCS 80 - 100 mesh

Kondicionovani 2 az 3 dny pii 190 °C

Teplota:

— nastiik 200 °C 150 °C

—kolona 150 °C 100 °C

— detektor 200 °C 150 °C

Nosny plyn Dusik Argon/methan (95/5 V/V)
Pratok 35 ml/min 35 ml/min
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6.3

6.4

7.2

Kalibra¢ni kiivka

Do péti odmérnych ban¢k na 100 ml se odméti 1 ml standardniho roztoku (4.5) a 0,2,
0,3, 0,4, 0,5 nebo 0,6 ml roztoku 4.4, objem se doplni po rysku ethanolem (4.3) a
promichd. Do chromatografu se nastiikne po 1 ul kazdého ztéchto roztokli za
provoznich podminek popsanych vbodé 6.2.2 a kalibracni kiivka se sestroji
vynesenim poméru hmotnosti chlorbutanolu a 2,2,2-trichlorethanolu na osux a
poméru odpovidajicich ploch pikti na osu y.

Nastrikne se 1 ul roztoku pfipraveného v bodé 6.1 a postupuje se podle podminek
popsanych v bodé 6.2.2.

VYPOCET

Z kalibracni kiivky (6.3) se odeCte hodnota ,,a*“ vyjadiena v pg chlorbutanolu
v roztoku 6.1.

Obsah chlorbutanolu ve vzorku se vypocte podle vzorce
ax10? _a

% chlorbutanolu (m/m) = s = 7
px10° px10

OPAKOVATELNOST®

Pro vyrobky obsahujici asi 0,5 % (m/m) chlorbutanolu nesmi rozdil mezi vysledky
dvou paralelnich stanoveni na stejném vzorku piekrocit absolutni hodnotu 0,10 %.

Poznamka:

Jestlize je vysledek roven nebo vétsi nez nejvyssi povolena koncentrace, je nutno
zkontrolovat, zda nedochazi k interferenci.

KVALITATIVNI A KVANTITATIVNI STANOVENI CHININU
(Smérnice komise 85/490/EHS z 11. fijna 1985)

A. KVALITATIVNI STANOVENI

ROZSAH A OBLAST POUZITI

Tato metoda je urcena ke kvalitativnimu stanoveni pfitomnosti chininu v Samponech
a vlasovych lotionech.

PRINCIP

Kvalitativni stanoveni se provadi chromatografii na tenké vrstvé silikagelu. Dikazem
chininu je modré fluorescence v kyselém prostiedi pti 360 nm.

Pro dalsi potvrzeni Ize fluorescenci odstranit parami bromu a pary ¢pavku vyvolaji
zlutou fluorescenci.

3 Viz CSN ISO 5725
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3.1

3.2

3.3

34

3.5
3.6

3.7

3.8

3.9
3.10

4.1
4.2
43

5.1

52

53

5.3.1
532
533
534

REAKCNI CINIDLA
Vsechna reakéni ¢inidla musi byt Cistoty p.a.

Silikagelové desky bez fluorescenéniho indikatoru, o tloustce vrstvy 0,25 mm,
200 mm % 200 mm

Vyvijeci rozpoustédlo: toluen/diethylether/dichlormethan/diethylamin 20/20/20/8
(VIVIVIV)

Methanol
Kyselina sirova (96%; dio = 1,84 g/ml)

Diethylether

Detekeéni Cinidlo: k 95 ml diethyletheru (3.5) se v chlazené nadob¢ opatrné ptida 5 ml
kyseliny sirové (3.4).

Brom
Vodny roztok &pavku (28 %; d3° = 0,90)

Chinin bezvody

Standardni roztok: do odmérné baniky se navazi piesné¢ asi 100,0 mg bezvodého
chininu (3.9) a rozpusti se ve 100 ml methanolu (3.3).

PRISTROJE A POMUCKY

Obvyklé vybaveni pro chromatografii na tenké vrstveé

Ultrazvukova lazen

Filtr Millipore FH 0,5 um nebo ekvivalentni a vhodné filtra¢ni zatizeni
POSTUP

Ptiprava vzorku

Do odmérné banky na 100 ml se pfesné navazi mnozstvi vzorku, které obsahuje asi
100 mg chininu, rozpusti se a doplni po rysku methanolem (3.3).

Banka se uzavie a ponecha jednu hodinu pfi pokojové teploté v ultrazvukové 1azni
(4.2). Obsah se zfiltruje (4.3) a filtrat se pouzije pro chromatografii.

Chromatografie na tenké vrstvé

Na desku (3.1) se nanese 1,0 pl standardniho roztoku (3.10) a 1,0 pl roztoku vzorku
(5.1). Chromatogram se vyviji do vySky 150 mm v komoie piedem nasycené
rozpoustédlem (3.2).

Detekce

Deska se vysusi pti pokojové teploté.

Postiika se cinidlem 3.6.

Deska se necha jednu hodinu schnout pii pokojové teploté.

Pozoruje se ve svétle UV lampy nastavené na vinovou délku 360 nm. Chinin se
projevi jako intenzivné fluoreskujici modra skvrna.

Jako ptiklad jsou v nasledujici tabulce uvedeny hodnoty Ry hlavnich chininovych
alkaloidd pii vyvijeni chromatogramu rozpoustédlem 3.2:
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Alkaloid R¢
Chinin 0,20
Chinidin 0,29
Cinchonin 0,33
Cinchonidin 0,27
Hydrochinidin 0,17

5.3.5 Pro dal$i potvrzeni pfitomnosti chininu se deska vystavi asi na jednu hodinu param

bromu (3.7). Fluorescence zmizi. Je-li tataZz deska vystavena param amoniaku (3.8),
skvrny se znovu objevi v hnédé barvé a pod svétlem UV lampy (360 nm) je
pozorovatelna nazloutla fluorescence. Mez detekce: 0,1 ug chininu.

B. KVANTITATIVNI STANOVENI

1.

4.1
4.2
43

4.4
4.5
4.6
4.7

4.8

4.9

ROZSAH A OBLAST POUZITI

V této metod¢ je popsano kvantitativni stanoveni chininu. Metodu lze pouzit ke
stanoveni chininu do nejvyssi piipustné koncentrace 0,5 % (m/m) v Samponech a
0,2 % ve vlasovych lotionech.

DEFINICE

Obsah chininu stanoveny touto metodou se vyjadii v procentech hmotnosti (% m/m)
prostiedku.

PRINCIP

Po vhodném zpracovani prostiedku, ktery ma byt analyzovan, se stanoveni provede
vysokoucinnou kapalinovou chromatografii (HPLC).

REAKCNI CINIDLA

Vsechna reak¢ni Cinidla musi byt Cistoty p.a. a musi byt vhodna pro HPLC.
Acetonitril

Dihydrogenfosfore¢nan draselny (KH,PO,)

Kyselina trihydrogenfosforec¢na (85 %; diO =1,7 g/ml)
Tetramethylamoniumbromid

Chinin bezvody

Methanol

Roztok  kyseliny  trihydrogenfosforecné  (0,1M):
Navazi se 11,53 g kyseliny trihydrogenfosfore¢né (4.3) a rozpusti se v odméerné bance
v 1000 ml vody.

Roztok  dihydrogenfosforecnanu  draselného  (0,1M):
Navazi se 13,6 g dihydrogenfosfore¢nanu draselného (4.2) a rozpusti se v odmérné
bance v 1000 ml vody.

Roztok  tetramethylamoniumbromidu:
Rozpusti se 15,40 g tetramethylamoniumbromidu (4.4) v odmérné bance v 1000 ml
vody.
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4.10

4.11
4.12

5.1
52
53

54
5.5

6.1

6.2

6.3

Mobilni faze: Kyselina trihydrogenfosforecna (4.7)/roztok dihydrogenfosfore¢nanu
draselného (4.8)/roztok tetramethylamonium bromidu (4.9)/voda/acetonitril (4.1)
10/50/100/340/90 (V/V/V/V/V).

SloZeni uvedené mobilni faze mize byt zménéno tak, aby se dosahlo rozliSeni
R>1;5.

R =2 dR, -dR,
W, +W,
kde
RiaR, = retenni ¢asy pikli v minutach,
W;aW, = Ssitky pikt v poloviné vysky piki v mm,
d = rychlost posuvu papiru v milimetrech za minutu.

Silikagel chemicky vazany s oktadecylsilanem, 10 pm

Standardni roztoky: Do odmérnych ban¢k na 100 ml se presné¢ navazi asi 5,0, 10,0,
15,0 a 20,0 mg bezvodého chininu (4.5), doplni se po rysku methanolem (4.6) a obsah
se protiepe, dokud se chinin nerozpusti. Roztoky se filtruji pres filtr 0,5 pm.

PRISTROJE A POMUCKY
Obvykl¢ laboratorni vybaveni
Ultrazvukova lazen

Zatizeni pro vysokouc¢innou kapalinovou chromatografii s detektorem s nastavitelnou
vlnovou délkou

Kolona: délka 250 mm, vnitini prumér 4,6 mm, napln: silikagel (4.11)

Filtr Millipore FH 0,5 um nebo ekvivalentni s vhodnym filtracnim zatizenim
POSTUP

Priprava vzorku

Do odmérné banky na 100 ml se pfesné navazi mnozstvi prostiedku, které obsahuje
asi 10,0 mg bezvodého chininu, prida se 20 ml methanolu (4.6) a lahev se ponofi na
20 minut do ultrazvukové 1azn€ (5.2). Objem se doplni po rysku methanolem (4.6),
promicha se a alikvotni podil se zfiltruje (5.5).

Chromatografické podminky

Prutok: 1,0 ml/min.

VlInova délka detektoru (5.3): 332 nm.

Objem nasttiku: 10 pl filtrovaného roztoku (6.1).

Meétena velic¢ina: plocha piku.

Kalibra¢ni kiivka

Alespon tfikrat se nastfikne 10 pl kazdého standardniho roztoku (4.12), zméii se
plocha pika a vypocte se primérna hodnota pro kazdou koncentraci.

Sestroji se kalibracni kiivka a ovéii se, zda tvoii piimku.

VYPOCET

Z kalibracni kiivky (6.3) se odecte mnozstvi bezvodého chininu v pg, obsazeného
v nastfiknutém objemu (6.2).
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7.2 Koncentrace bezvodého chininu ve vzorku vyjadiena v hmotnostnich procentech
(% m/m) se vypocte ze vzorce:

B
% (m/m) bezvodého chininu = X
kde
B = mnozstvi bezvodého chininu v mikrogramech nalezené v 10 mikrolitrech
zfiltrovaného roztoku (6.1),
A = hmotnost vzorku v gramech (6.1).

8. OPAKOVATELNOST®

Pro vyrobky obsahujici asi 0,5 % (m/m) bezvodého chininu nesmi rozdil mezi

vysledky dvou paralelnich stanoveni na stejném vzorku piekrocit absolutni hodnotu
0,02 %.

Pro vyrobky obsahujici asi 0,2 % (m/m) bezvodého chininu nesmi rozdil mezi

vysledky dvou paralelnich stanoveni na stejném vzorku piekrocit absolutni hodnotu
0,01 %.

KVALITATIVNI A KVANTITATIVNI STANOVENI ANORGANICKYCH
SIRICITANU A HYDROGENSIRICITANU

(Smérnice komise 85/490/EHS z 11. fijna 1985)

ROZSAH A OBLAST POUZITI

V této metod¢ je popsano kvalitativni a kvantitativni stanoveni anorganickych
sifi¢itanii a hydrogensifi¢itanti v kosmetickych prostfedcich. Metoda je pouzitelna
pouze pro prostiedky, které obsahuji vodnou nebo alkoholovou fazi a pro koncentrace
oxidu sifi¢itého neptevysujici 0,2 %.

A. KVALITATIVNI STANOVENI{

1. PRINCIP

Vzorek se zahiivd s kyselinou chlorovodikovou a uvolnény oxid sificity se
identifikuje jeho zapachem nebo indikatorovym papirkem.

2. REAKCNI CINIDLA
Vsechna reakéni ¢inidla musi byt Cistoty p.a.
2.1 Kyselina chlorovodikova, 4M
2.2 Skrobovy papirek s jodi¢nanem draselnym nebo jina vhodna alternativa
3. PRISTROJE A POMUCKY
3.1 Obvykl¢ laboratorni vybaveni
32 Banka na 25 ml s kratkym zpétnym chladi¢em

3 Viz CSN ISO 5725
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4.

4.1
4.2
43

POSTUP
Do banky (3.2) se ptevede asi 2,5 g vzorku a 10 ml kyseliny chlorovodikové (2.1).
Roztok se zamicha a uvede do varu.

Unikajici oxid sifi¢ity se dokazuje jeho zapachem nebo indikatorovym papirkem.

B. KVANTITATIVNI STANOVENI

1.

3.1

3.2

3.3
3.4
3.5
3.6

4.1
4.2

5.1

52
53

54

5.5
5.6

5.7
5.8

DEFINICE

Obsah sifi¢itanu nebo hydrogensiti¢itanu ve vzorku, stanoveny touto metodou, se
vyjadii v hmotnostnich procentech oxidu sifi¢ité¢ho.

PRINCIP

Po okyseleni vzorku se uvolnény oxid sifiity jima v roztoku peroxidu vodiku.
Vznikla kyselina sirova se titruje odmérnym roztokem hydroxidu sodného.

REAKCNI CINIDLA
Vsechna reak¢ni Cinidla musi byt Cistoty p.a.

Peroxid vodiku 0,2 % (m/V). Roztok se pfipravuje denné Cerstvy.
Kyselina trihydrogenfosfore¢na (dio =1,75 g/ml)

Methanol

Odmérny roztok hydroxidu sodného, 0,01M

Dusik

Indikétor: smés 1:1 (V/V) methylové ¢ervené (0,03% m/V) v ethanolu a methylenové
modri (0,05% m/V) v ethanolu. Roztok se zfiltruje.

PRISTROJE A POMUCKY

Obvykl¢ laboratorni vybaveni

Destila¢ni pristroj (viz obr. Pfistroj na destilaci oxidu sifi¢itého podle Tannera)
POSTUP

Do destila¢ni baniky A (viz obr. Pfistroj na destilaci oxidu sifi¢itého podle Tannera) se
presné odvazi asi 2,5 g vzorku.

Ptida se 60 ml vody a 50 ml methanolu (3.3) a obsah se promicha.

Do destila¢ni ptedlohy D (viz obr. Pfistroj na destilaci oxidu sifi¢itého podle Tannera)
se odméti 10 ml roztoku peroxidu vodiku (3.1), 60 ml vody a piida se n¢kolik kapek
indikatoru (3.6) a dale n¢kolik kapek hydroxidu sodného (3.4) do zeleného zbarveni
indikatoru.

Postup podle 5.3 se opakuje s promyvaci lahvi E (viz obr. Pfistroj na destilaci oxidu
sifi¢itého podle Tannera).

Ptistroj se sestavi a prutok dusiku (3.5) se nastavi asi na 60 bublinek za minutu.

Do destilacni bainky A se zdélici nalevky pfipusti 15 ml kyseliny
trihydrogenfosforecné (3.2).

Rychle se zahieje k varu a poté se zvolna vati 30 minut.

Destila¢ni piedloha D se odpoji. Trubice se vyplachne a provede se titrace roztokem
hydroxidu sodného (3.4) do zeleného zbarveni indikatoru (3.6).
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6. VYPOCET

Obsah sifi¢itanu nebo hydrogensiti¢itanu ve vzorku v hmotnostnich procentech se
vypocte ze vzorce:

3,2MV
m

% (m/m) oxidu sificitého =

kde
M = molarni koncentrace roztoku hydroxidu sodného (3.4),

V= objem roztoku hydroxidu sodného (3.4) spotiebovany pfi titraci (5.8)
v mililitrech,

m= hmotnost vzorku (5.1) v gramech.
7. OPAKOVATELNOST®

Pro vyrobky obsahujici asi 0,2 % (m/m) oxidu sifi¢it€ho nesmi rozdil mezi vysledky
dvou paralelnich stanoveni na stejném vzorku piekrocit absolutni hodnotu 0,006 %.

Vsechny rozméry v mm

Kuli¢kovy chladi¢ s 10 kulickami

3 Viz CSN IS0 5725
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KVALITATIVNI A KVANTITATIVNi STANoyENi CHLORECNANU
ALKALICKYCH KOVU

(Smérnice komise 85/490/EHS z 11. fijna 1985)

ROZSAH A OBLAST POUZITI

V této metodé je popsana identifikace a stanoveni chlore¢nanti v zubni pasté a jinych
kosmetickych prostredcich.

A. KVALITATIVNI STANOVENI

1.

2.1

2.2
23
24
2.5
2.6

4.1
4.2

43

4.4

4.5
4.6
4.7

PRINCIP

Chlore¢nany se odd€li od bromi¢nanti a jodi¢nanti chromatografii na tenké vrstvé a
identifikuji se pomoci oxidace jodidu na jod.

REAKCNI CINIDLA
Vsechna reak¢ni Cinidla musi byt Cistoty p.a.

Referencni roztoky: vodné roztoky chlore¢nanu, bromi¢nanu a jodi¢nanu draselného
0,2% (m/V), Cerstve pfipravené

Vyvijeci rozpoustédlo: roztok Epavku 28% (m/V)/aceton/butanol (60/130/30 V/V/V)
Jodid draselny, vodny roztok 5% (m/V)

Roztok skrobu, 1 az 5% (m/V)

Kyselina chlorovodikova, 1M

Hotova celulézova deska pro chromatografii na tenké vrstvé (tloustka vrstvy
0,25 mm)

PRISTROJE A POMUCKY

Obvyklé vybaveni pro chromatografii na tenké vrstvé

POSTUP

Asi 1 g vzorku se extrahuje vodou, zfiltruje se a zfedi se na asi 25 ml.

Na desku (2.6) se nanese 2 pl roztoku (4.1) a 2 ul kazdého ze tfi referencnich roztokti
2.1).

Deska se vlozi do vyvijeci komory a chromatogram se vyviji rozpoustédlem (2.2) ve
vzestupném usporadani asi do tii ctvrtin délky desky (2.6).

Deska se vyjme z komory a rozpoustédlo se neché odpaftit. (Poznamka: Mlze to trvat
az dvé hodiny.)

Deska se postiika roztokem jodidu draselného (2.3) a necha se asi pét minut schnout.
Deska se postiika roztokem skrobu (2.4) a necha se asi pét minut schnout.

Deska se postiika roztokem kyseliny chlorovodikové (2.5).

VYHODNOCEN(

Jsou-li pfitomny chlore¢nany, objevi se po ptl hodiné modra (pfipadn¢€ hnéda) skvrna
s hodnotou R; pfiblizné€ 0,7 az 0,8.
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R¢

Jodi¢nan 0az0,2
Bromic¢nan 0,5az0,6
Chlore¢nan 0,7az0,8

Je tieba poznamenat, Ze bromi¢nany a jodi¢nany davaji okamzitou reakci. Je tfeba
dbat na to, aby se nezaménily skvrny bromi¢nanu a chlore¢nanu.

B. KVANTITATIVNI STANOVENI

1.

3.1
3.2
33

4.1
4.2

5.1

52

53

DEFINICE

Obsah chlore¢nanu ve vzorku stanoveny touto metodou se vyjadii v hmotnostnich
procentech chlore¢nanu.

PRINCIP

Chlorecnan je redukovan praskovym zinkem v kyselém prostiedi. Vznikly chlorid se
stanovi potenciometrickou titraci roztokem dusi¢nanu stiibrného. Podobné stanoveni
pred redukci odhali moZnou pfitomnost bromi¢nand a jodi¢nant.

REAKCNI CINIDLA

Vsechna reakéni ¢inidla musi byt Cistoty p.a.
Kyselina octova, 80 % (m/m)

Praskovy zinek

Odmérny roztok dusi¢nanu stiibrného, 0,1M
PRISTROJE A POMUCKY

Obvykl¢ laboratorni vybaveni

Potenciometr se stiibrnou indika¢ni elektrodou
POSTUP

Priprava vzorku

Do centrifugac¢ni zkumavky se navazi ptesné asi 2 g vzorku (,,m“ gramit). Ptida se asi
15ml kyseliny octové (3.1) a dikladn¢ se promichd. Po 30 minutach stani se
15 minut odstfed’uje pii 2000 ot./min. Supernatant se pievede do odmérné banky na
50 ml. Odstfed’ovani se opakuje jest¢ dvakrat vzdy po piidani 15 ml octové kyseliny
(3.1) ke zbytku. Supernatanty se slou¢i v jedné odmérné bance. Objem se doplni po
rysku kyselinou octovou (3.1).

Redukce chloreénanu

Ke 20 ml roztoku 5.1 se ptida 0,6 g praSkového zinku (3.2). Obsah se ve varné barice
pod zpétnym chladi¢em uvede do varu. Po 30 minutach varu se ochladi a zfiltruje.
Barika se vyplachne vodou a tou se promyje filtr. Filtrat a vymyvaci voda se spoji.

Stanoveni chloridi

20 ml roztoku 5.2 se titruje roztokem dusi¢nanu stiibrného (3.3) s potenciometrickou
indikaci (4.2). Stejnym zpisobem se roztokem dusi¢nanu stiibrného (3.3) titruje
20 ml roztoku 5.1.
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Poznamka: Obsahuje-li prostiedek derivaty bromu nebo jodu, které mohou uvolnovat
pti redukci bromidy nebo jodidy, bude titracni kfivka vykazovat n€kolik inflexnich
bodl. V takovém ptipadé je objem titracniho cinidla odpovidajici chloridim dan
rozdilem mezi poslednim a piedposlednim inflexnim bodem.

VYPOCET
Obsah chlore¢nanu ve vzorku (% m/m) se vypocte ze vzorce:
20,9(V-V" M

m

Obsah chlore¢nanu (C1O37) % (m/m) =

V= objem roztoku dusi¢nanu stiibrného (3.3) v mililitrech, spotiebovany pii titraci
roztoku 5.2,

= objem roztoku dusi¢nanu stiibrného (3.3) v mililitrech, spotfebovany pii titraci
20 ml roztoku 5.1,

M = molalita odmérného roztoku dusi¢nanu stiibrného (3.3),
m= hmotnost vzorku v gramech.
OPAKOVATELNOST®

Pro vyrobky obsahujici asi 3 az 5% (m/m) chlore¢nanu nesmi rozdil mezi
vysledky dvou paralelnich stanoveni na stejném vzorku piekrocit absolutni hodnotu
0,07 %.

KVALITATIVNI A KVANTITATIYNi STANOVENI
JODICNANU SODNEHO

(Smérnice komise 85/490/EHS z 11. fijna 1985)

ROZSAH A OBLAST POUZITI

Tato metoda popisuje postup kvalitativniho a kvantitativniho stanoveni jodi¢nanu
sodného v kosmetickych prostiedcich, které se po pouziti ihned oplachuji.

A. KVALITATIVNI STANOVENI

1. PODSTATA METODY
Jodi¢nan sodny se odd¢li od bromicnani a jodi¢nand chromatografii na tenké vrstveé a
identifikuje se oxidaci jodidu na jod.

2. REAKCNI CINIDLA
Vsechna reakéni ¢inidla musi byt Cistoty p.a.

2.1 Referencni roztoky: vodné roztoky chlore¢nanu, bromi¢nanu a jodi¢nanu draselného
0,2% (m/V), Cerstve pfipravené

2.2 Vyvijeci rozpoustédlo:
roztok ¢pavku 28% (m/V)/aceton/butanol (60/130/30 V/V/V)

* Viz CSN ISO 5725
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23
24
2.5

3.1

3.2

4.1
4.2

43

4.4

4.5
4.6
4.7

Jodid draselny, vodny roztok 5%(m/V)
Roztok skrobu, 1 az 5% (m/V)
Kyselina chlorovodikova, 1M
PRISTROJE A POMUCKY

Hotova celulézova deska pro chromatografii na tenké vrstvé (tloustka vrstvy
0,25 mm).

Obvyklé vybaveni pro chromatografii na tenké vrstvé
POSTUP
Asi 1 g vzorku se extrahuje vodou, zfiltruje se a zfedi se na asi 10 ml.

Na desku (3.1) se nanesou 2 pul tohoto roztoku a 2 ul kazdého ze tii referenc¢nich
roztoku (2.1).

Deska se vlozi do vyvijeci komory a chromatogram se vyviji rozpoustédlem 2.2 ve
vzestupném uspotadani asi do ti ctvrtin délky desky.

Deska se vyjme zkomory a rozpoustédlo se nechd odpafit pii teploté okoli.
(Poznamka: Muze to trvat az dvé hodiny.)

Deska se postiika roztokem jodidu draselného (2.3) a necha se asi pét minut schnout.
Deska se postiika roztokem skrobu (2.4) a necha se asi pét minut schnout.
Nakonec se deska se postiika roztokem kyseliny chlorovodikové (2.5).

VYHODNOCENTI

Jsou-li pfitomny jodi¢nany, objevi se okamzité modra skvrna (barva mtize byt hnéda
nebo muze po urcité dobé zhnédnout) s hodnotou R¢ 0 az 0,2.

Je tieba poznamenat, ze bromi¢nany reaguji okamzité s hodnotou R pfiblizné 0,5 az
0,6, chlorecnany reaguji asi po pil hodin€ s hodnotou R¢0,7 az 0,8.

B. KVANTITATIVNI STANOVENI

1.

3.1
32
33

34

DEFINICE

Obsah jodi¢nanu sodného stanoveny touto metodou se vyjadii v hmotnostnich
procentech jodi¢nanu sodného.

PRINCIP

Jodi¢nan sodny se rozpusti ve vod¢ a stanovi se pomoci vysokoucinné kapalinové
chromatografie se dvéma kolonami v sérii: s kolonou s obracenou fazi C18 a s
kolonou plnénou anexem.

REAKCNI CINIDLA

Vsechn reak¢éni ¢inidla musi byt Cistoty p.a. a zejména musi byt vhodné pro
vysokoté¢innou kapalinovou chromatografii (HPLC).

Kyselina chlorovodikova, 4M

Sific¢itan sodny, 5% vodny roztok (m/V)

Zasobni roztok jodi¢nanu sodné¢ho

Ptipravi se zasobni roztok rozpusténim 50 mg jodi¢nanu sodného ve 100 ml vody.

Dihydrogenfosfore¢nan draselny
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3.5
3.6

3.7

4.1
4.2

43

4.4

5.1
5.1.1

52

53

Hydrogenfosfore¢nan disodny dihydrat

Mobilni faze pro HPLC: Rozpusti se 3,88 g dihydrogenfosfore¢nanu draselného (3.4)
a 1,19 g hydrogenfosfore¢nanu disodného dihydratu (3.5) v 1 litru vody.

pH tohoto roztoku je 6.2.

Univerzalni indikdtorovy papirek, pH 1 — 11
PRISTROJE A POMUCKY

Obvykl¢ laboratorni vybaveni

Kulaty filtraéni papir, primér 110 mm, Schleicher and Schiill No. 575, nebo
ekvivalentni

Pristroj pro vysokou€innou kapalinovou chromatografii vybaveny detektorem
s nastavitelnou vinovou délkou

Kolony: Délka: 120 mm, vnitini primeér: 4,6 mm, pocet: 2 kolony v sérii; prvni
kolona: Nucleosil® 5 C18 nebo ekvivalentni; druha kolona: Vydac™-301-SB nebo
ekvivalentni

POSTUP
Ptiprava vzorku
Kapalné vzorky ( Sampony)

Do kalibrované zkumavky na 10 ml se zabrouSenou zatkou nebo do odmérné baiiky
se navazi presné asi 1,0 g zkuSebniho vzorku.

Objem se doplni vodou po rysku a promicha.

V ptipad¢ potieby se roztok zfiltruje.

Jodi¢nany se v roztoku stanovi pomoci HPLC zptisobem popsanym v bod¢ 5.2.
Pevné vzorky (mydlo)

Cast vzorku se jemné nadrti a do sklenéného déleného valce na 100 ml se
zabrouSenou zatkou se pfesné navazi asi 1,0 g zkuSebniho vzorku. Doplni se vodou na
50 ml a dikladné se tfepe jednu minutu. Odstredi se a zfiltruje pies filtracni papir
(4.1), nebo se ponecha stat alespon pres noc.

Rosolovita hmota se ditkladné€ protiepe a zfiltruje pres papirovy filtr (4.1).
Jodi¢nany se ve filtratu stanovi pomoci HPLC zpiisobem popsanym v bod¢ 5.2.
Chromatografie

Pratok: 1 ml/min.

Vinova délka detektoru (4.2): 210 nm.

Objem nastiiku: 10 pl.

M¢éftena veli¢ina: plocha piku.

Kalibrace

Do odmérnych ban¢k na 50 ml se odpipetuje 1,0, 2,0, 5,0, 10,0 a 20,0 ml zasobniho
roztoku jodi¢nanu sodného (3.3). Objemy se doplni po rysku a promichaji.

Vzniklé roztoky obsahuji 0,01, 0,02, 0,05, 0,1 a 0,20 mg jodi¢nanu sodného v 1 ml.

Do kolony se nastfikne 10 pl kazdého standardu a zaznamena se chromatogram.
Stanovi se plochy piki jodicnanu a sestroji se kalibracni ktivka zévislosti plochy piku
na koncentraci jodi¢nanu sodného.
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8.2

VYPOCET

Obsah jodicnanu sodného vyjadieny v hmotnostnich procentech (m/m) se vypocte ze
vzorce:

% (m/m) jodi¢nanu sodného = ve
Om
kde
m = hmotnost zkuSebniho vzorku (5.1) v gramech,
V = celkovy objem roztoku vzorku ziskaného podle bodu 5.1 v ml,
¢ = koncentrace jodi¢nanu sodného v mg/ml odectend z kalibraéni kiivky (5.3).
OPAKOVATELNOST®

Pro vyrobky obsahujici asi 0,1 % (m/m) jodicnanu sodné¢ho nesmi rozdil mezi
vysledky dvou paralelnich stanoveni na stejném vzorku piekrocit absolutni hodnotu
0,002 %.

POTVRZENI

Princip

V okyseleném roztoku kosmetického prostiedku se jodi¢nany (I0;7) redukuji na
jodidy (I") sifiCitanem a vysledny roztok se analyzuje vysokotc¢innou kapalinovou
chromatografii. Jestlize pik sretenénim casem odpovidajicim retenénimu casu
jodi¢nanu po reakci se sifi¢itanem zmizi, jednalo se s nejvétsi pravdépodobnosti o pik
jodi¢nant.

Postup

Do Erlenmeyerovy baiiky se odpipetuje 5 ml roztoku vzorku ptipraveného podle bodu
5.1.

pH roztoku se upravi kyselinou chlorovodikovou (3.1) na hodnotu 3 nebo nizsi;
pouzije se univerzalni indikatorovy papirek (3.7).

Pridaji se tfi kapky roztoku sifi¢itanu sodného (3.2) a roztok se zamicha.
10 pl roztoku se nastiikne do kolony kapalinového chromatografu (4.2).

Vysledny chromatogram se porovna s chromatogramem zaznamenanym pro stejny
vzorek podle oddilu 5.

KVALITATIVNI A KVANTITATIVNI STANOVENI DUSICNANU STRIBRNEHO

V KOSMETICKYCH PROSTREDCICH

(Smérnice komise 93/73/EHS z 9. zaii 1993)

A. KVALITATIVNI STANOVENI

1. ROZSAH A OBLAST POUZITI{
V této metode je popsano kvalitativni stanoveni dusi¢nanu stiibrného vyjadieného
jako stiibro v kosmetickych prostfedcich na bazi vody.

* Viz CSN 18O 5725
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3.1
3.2

33
4.
4.1
4.2
5.
5.1

52

53

54
5.5
5.6

5.7

PRINCIP

Kvalitativni stanoveni stiibra se provede prostfednictvim charakteristické bilé
srazeniny s chloridovymi ionty.

REAKCNI CINIDLA

Vsechna reak¢ni Cinidla musi byt Cistoty p.a.

Roztok kyseliny chlorovodikove, 2M

Vodny roztok hydroxidu amonného: koncentrovany roztok hydroxidu amonného
(dio = 0,88 g/ml) se zfedi stejnym mnozstvi vody a promicha.

Roztok kyseliny dusi¢né, 2M

PRISTROJE A POMUCKY

Obvyklé laboratorni vybaveni

Odstredivka

POSTUP

K priblizné 1 g vzorku v centrifugacni kyveté¢ se pridava po kapkach 2M kyselina
chlorovodikova (3.1), dokud nedojde k uplnému vysrazeni; promicha se a odstiedi.

Supernatant se odstrani a srazenina se promyje dalSimi péti kapkami studené vody.
Promyvaci kapalina se odstrani.

Do centrifugacni kyvety se ke srazeniné ptida stejny objem vody. Za stalého michani
se zahteje k varu.

Za horka se odstfedi; supernatant se odstrani.
Ke srazenin€ se prida neékolik kapek roztok amoniaku (3.2); promicha se a odstiedi.

K jedné kapce kapaliny nad srazeninou se na podlozni sklicko pfida nékolik kapek
2M kyseliny dusi¢né (3.3).

Bil4 srazenina je diikazem pfitomnosti stiibra.

B. KVANTITATIVNI STANOVENI

1.

3.1
3.2
3.2.1

322

ROZSAH A OBLAST POUZITI

Tato metoda je vhodna pro stanoveni obsahu dusi¢nanu stiibrného, vyjadieného jako
stiibro v kosmetickych prostiedcich uréenych k barveni fas a obo¢i.

PRINCIP

Stribro se ve vyrobku stanovi atomovou absorp¢ni spektrometrii.
REAKCNI CINIDLA

Vsechna reak¢ni Cinidla musi byt Cistoty p.a.

Kyselina dusi¢na, 0,02M roztok

Standardni roztoky stiibra

Zasobni standardni roztok stiibra, 1 000 pg/ml vroztoku 0,5M kyseliny dusicné
(,,SpectrosoL‘ nebo ekvivalentni)

Standardni roztok stiibra, 100 pg/ml: 10 ml zasobniho standardniho roztoku stiibra
(3.2.1) se odpipetuje do odmérné banky na 100 ml. Doplni se po rysku roztokem
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0,02M kyseliny dusi¢né a promicha se. Tento standardni roztok se pfipravuje Cerstvy
a skladuje se ve sklenéné lahvi z tmavého skla.

4. PRISTROJE A POMUCKY

4.1 Obvyklé laboratorni vybaveni

4.2 Atomovy absorp¢ni spektrometr vybaveny stiibrnou vybojkou s dutou katodou.

5. POSTUP

5.1 Priprava vzorku
Presné se odvazi asi 0,1 g (m grami) homogenniho vzorku vyrobku. Toto mnoZstvi se
prevede do odmérné baiiky na jeden litr, doplni se po rysku 0,02 M roztokem kyseliny
dusi¢né (3.1) a promicha se.

5.2 Podminky pro atomovou absorp¢ni spektrometrii
Plamen: vzduch-acetylen
Vinova délka: 338,3 nm
Korekce pozadi: ano
Pozadavky na palivo: chudé¢; pro maximalni absorbanci je nutna optimalizace vysky
hotaku a palivovych podminek.

53 Kalibrace

5.3.1 Do série odmérnych ban¢k na 100 ml se odpipetuje 1,0, 2,0, 3,0, 4,0 a 5,0 ml
standardniho roztoku stfibra (3.2.2). Jednotlivé banky se doplni po rysku 0,02M
roztokem kyseliny dusi¢né (3.1) a obsah se promicha. Tyto roztoky obsahuji 1,0, 2,0,
3,0, 4,0 a5,0 pg stiibra na mililitr.

5.3.2 Zméfi se absorbance 0,02M roztoku kyseliny dusi¢né (3.1) a takto ziskana hodnota se
pouzije jako nulova koncentrace stiibra pro kalibracni kiivku. Zméfi se absorbance
kazdého standardniho roztoku stfibra (5.3.1). Sestroji se kalibra¢ni kiivka vynesenim
zavislosti hodnot absorbance na koncentraci stfibra.

5.4 Kvantitativni stanoveni
Zmeti se absorbance roztoku vzorku (5.1). Z kalibracni kiivky se odecte koncentrace
stfibra odpovidajici hodnot¢ absorbance naméfené pro roztok vzorku.

6. VYPOCET
Obsah dusi¢nanu stiibrného ve vzorku vyjadfeny v hmotnostnich procentech (% m/m)
se vypocte podle vzorce

1,5748x¢
% (m/m) dusi¢nanu stiibrného = ———
10xXm
kde
m = hmotnost analyzovaného vzorku (5.1) v gramech,
c = koncentrace stfibra v roztoku vzorku (5.1) odectena z kalibra¢ni kiivky v pg/ml.

7. OPAKOVATELNOST®
Pro vyrobky obsahujici asi 4 % (m/m) dusi¢nanu stifibrného nesmi rozdil mezi
vysledky dvou paralelnich stanoveni na stejném vzorku piekrocit absolutni hodnotu
0,05 %.

* Viz CSN 18O 5725

112



KVALITATIVNI A KVANTITATIVNi STANOVENI OBSAHU SULFIDU
SELENICITEHO V SAMPONECH PROTI LUPUM

(Smérnice komise 93/73/EHS z 9. zati 1993)

A. KVALITATIVNI STANOVENI

1.

3.1

32
33

4.1
42
43
44

52

53

54

ROZSAH A OBLAST POUZITI

V této metodé¢ je popsano kvalitativni stanoveni sulfidu seleniCitého jako selenu
v Samponech proti luptim.

PRINCIP

Kwvalitativni stanoveni selenu se provede prostfednictvim charakteristického zlutého
az oranzového zbarveni pii reakci s mocovinou a jodidem draselnym.

REAKCNI CINIDLA

Vsechna reak¢ni Cinidla musi byt Cistoty p.a.
Kyselina dusi¢na, koncentrovana (dio = 1,42 g/ml)

Mocovina

Jodid draselny, 10% (m/V) roztok: 10 g jodidu draselného se rozpusti ve 100 ml
vody.

PRISTROJE A POMUCKY

Obvykl¢ laboratorni vybaveni
Digescni (vyluhovaci) banka na 100 ml
Digescni zafizeni s vyhiivacim blokem

Filtra¢ni papir (Whatman €. 42 nebo ekvivalentni) nebo membréanovy filtr (velikost
port 0,45 um)

POSTUP

K ptiblizné¢ 1 g Samponu ve vyluhovaci baiice (4.2) se pfidd 2,5 ml koncentrované
kyseliny dusicné (3.1) a vati se v digesénim zafizeni s vyhfivacim blokem (4.3) pii
150 °C po dobu 30 minut.

Vylouzeny vzorek se zfedi vodou na objem 25 ml, zfiltruje se pies filtratni papir nebo
pies membranovy filtr (0,45 um) (4.4).

K 2,5 ml filtratu se ptida 5 ml vody, 2,5 g mocoviny (3.2) a vaii se. Ochladi se a ptida
se 1 ml roztoku jodidu draselného (3.3).

Zluté az oranzové zbarveni, které stdnim rychle tmavne, je dikazem pfitomnosti
selenu.

B. KVANTITATIVNI STANOVENI

1.

ROZSAH A OBLAST POUZITI

Tato metoda je vhodna pro kvantitativni stanoveni sulfidu selenicitého jako selenu
v Samponech proti lupiim, obsahujicich nejvyse 4,5 % (m/m) sulfidu selenicitého.

PRINCIP

Vzorek se vyluhuje kyselinou dusi¢nou a selen se ve vysledném vyluhu stanovi
atomovou absorpcni spektrometrii.
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3.1
32

3.3

4.1
4.2
43
4.4
4.5

5.1
5.1.1

52

53
5.3.1

532

54

REAKCNI CINIDLA

Vsechna reakéni ¢inidla musi byt Cistoty p.a.
Kyselina dusi¢na, koncentrovana (dio = 1,42 g/ml)

Kyselina dusi¢na, 5% (V/V) roztok: do 500 ml vody se v kadince za stalého michani
prida 50 ml koncentrované kyseliny dusi¢éné (3.1). Tento roztok se pievede do
jednolitrové odmérné banky a doplni po rysku vodou.

Zasobni standardni roztok selenu, 1000 pg/ml v 0,5M roztoku kyseliny dusi¢né
(,,SpectrosoL* nebo ekvivalentni)

PRISTROJE A POMUCKY

Obvyklé laboratorni vybaveni

Digescni (vyluhovaci) banka na 100 ml

Digesc¢ni zafizeni s vyhfivacim blokem

Filtracni papir (Whatman €. 42 nebo ekvivalentni) nebo membranovy filtr 0,45 pm
Atomovy absorpcni spektrofotometr vybaveny selenovou vybojkou s dutou katodou
POSTUP

Priprava vzorku

Do vyluhovaci banky (4.2) se ptesn¢ navazi asi 0,2 g (m gramtl) homogenniho vzorku
Samponu.

Pridd se 5 ml koncentrované kyseliny dusicné (3.1) a necha se jednu hodinu
vyluhovat v digesénim zafizeni s vyhtivacim blokem (4.3) pti 150 °C.

Roztok se nechd vychladnout a zfedi se vodou na 100 ml. Zfiltruje se ptes filtracni
papir nebo membranovy filtr (0,45 pm) (4.4) a zfiltrovany roztok se uschova pro
kvantitativni stanoveni.

Podminky pro atomovou absorp¢ni spektrometrii
Plamen: vzduch-acetylen

Vlnova délka: 196,0 nm

Korekce pozadi: ano

Podminka paliva: chudé; pro maximalni absorbanci je nutnd optimalizace vysky
hotéku a palivovych podminek.

Kalibrace

Do série odmérnych ban¢k na 100 ml se odpipetuje 1,0, 2,0, 3,0, 4,0 a 5,0 ml

zasobniho standardniho roztoku selenu (3.2.2). Jednotlivé banky se doplni po rysku

5% (m/m) roztokem kyseliny dusi¢né (3.1) a obsah se promichd. Tyto roztoky
obsahuji 10, 20, 30, 40 a 50 pg selenu na mililitr.

Zméfi se absorbance 5% roztoku kyseliny dusi¢né (3.1) a takto ziskana hodnota se
pouzije jako nulovéd koncentrace selenu pro kalibra¢ni kiivku. Zméii se absorbance
kazdého standardniho roztoku selenu (5.3.1). Sestroji se kalibracni kiivka vynesenim
zavislosti hodnot absorbance na koncentraci selenu.

Kvantitativni stanoveni

Zmeti se absorbance roztoku vzorku (5.1.3). Zkalibraéni kiivky se odecte
koncentrace selenu odpovidajici hodnoté absorbance naméfené pro roztok vzorku.
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VYPOCET

Obsah sulfidu selenicité¢ho ve vzorku v hmotnostnich procentech (% m/m) se vypocte
podle vzorce:

1,812 xc
% (m/m) sulfidu seleni¢itého = ——
100xm
kde
m = hmotnost analyzovaného vzorku (5.1) v gramech,
c = koncentrace selenu vroztoku vzorku (5.1.3) odectena zkalibracni kiivky
v ug/ml.
OPAKOVATELNOST®
Pro vyrobky obsahujici asi 1 % (m/m) sulfidu seleni¢itého nesmi rozdil mezi

vysledky dvou paralelnich stanoveni na stejném vzorku piekrocit absolutni hodnotu
0,05 %.

KVANTITATIVNiI STANOVENI ROZPUSTNEHO BARYA A STRONCIA

V PIGMENTECH VE FORME SOLI NEBO KOMPLEXU
(Smérnice komise 93/73/EHS z 9. zati 1993)

A. KVANTITATIVNI STANOVENI ROZPUSTNEHO BARYA

1.

3.1
3.2
33
34

3.5
3.5.1

3.5.2

ROZSAH A OBLAST POUZITI

V této metodé je popsan postup extrakce a kvantitativniho stanoveni rozpustného
barya z pigmentt ve formé soli nebo komplexu.

PRINCIP

Pigment se extrahuje 0,07M roztokem kyseliny chlorovodikové za definovanych
podminek a mnoZzstvi barya v extraktu se stanovi atomovou absorpcni spektrometrii.

REAKCNI CINIDLA

Vsechna reak¢ni Cinidla musi byt Cistoty p.a.
Etanol, absolutni

Kyselina chlorovodikova, 0,07M roztok
Kyselina chlorovodikova, 0,5M roztok

Chlorid draselny, 8% (m/V) roztok: 16 g chloridu draselného se rozpusti ve 200 ml
0,07M roztoku kyseliny chlorovodikové (3.2).

Standardni roztoky barya

Zasobni standardni roztok barya, 1 000 pg/ml v 0,5M roztoku kyseliny dusicné
(,,SpectrosoL‘ nebo ekvivalentni)

Standardni roztok barya, 200 pg/ml: 20,0 ml zdsobniho standardniho roztoku barya
(3.5.1) se odpipetuje do odmérné banky na 100 ml. Doplni se po rysku 0,07M
roztokem kyseliny dusi¢né (3.2) a promicha.

3 Viz CSN ISO 5725.
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4.1
42
43
44
45

5.1
5.1

52

53
5.3.1

PRISTROJE A POMUCKY

Obvyklé laboratorni vybaveni

pH-metr s pfesnosti +£0,02

Ttepacka s krouzivym pohybem

Membranovy filtr s velikosti pora 0,45 pm

Atomovy absorpcni spektrofotometr vybaveny baryovou vybojkou s dutou katodou
POSTUP

Priprava vzorku

Do Erlenmeyerovy baiiky se presné odvazi asi 0,5 g pigmentu (m gramtl). Pro u¢inné
promichani je vhodné pouzit bankku o minimalnim objemu 150 ml.

Pipetou se piida 1,0 ml ethanolu (3.1) a bankou se krouzi tak, aby se pigment
dikladné smocil. Z byrety se ptida presné takové mnozstvi 0,07 M roztoku kyseliny
chlorovodikové (3.2), které je nezbytné k tomu, aby byl dosazen pomér objemu
kyseliny k hmotnosti pigmentu pfesné 50 mililitrd na gram. Celkovy objem extraktu
vCetn¢ ethanolu se oznaci "V ml". Pro dosazeni dikladného promichani se obsahem
banky 5 sekund krouzi.

pH-metrem (4.2) se zméii pH vysledné suspenze a je-li nad hodnotu 1,5, ptida se po
kapkach 0,5M roztok kyseliny chlorovodikové (3.3), dokud se nedosdhne hodnoty 1,4
az 1,5.

Baiika se zazatkuje a ihned se 60 minut tfepe v tiepacce s krouzivym pohybem (4.3).
Trepacka musi mit dostateCnou rychlost, aby vznikla péna. Zfiltruje se pies
membranovy filtr 0,45 pm (4.4) a filtrat se jima. Extrakt se nesmi odstfedit pred
zfiltrovanim. 5,0 ml filtratu se odpipetuje do odmérné banky na 50 ml; doplni se po
rysku 0,07M kyselinou chlorovodikovou (3.2) a promichd. Tento roztok se také
pouziva ke stanoveni obsahu stroncia (¢ast B).

Do odmérmé banky na 100 ml se odpipetuje 5,0 ml roztoku chloridu draselného (3.4)
a alikvotni podil ("Wpg, ml") zfedéného filtratu (5.1.4), tak aby ocekavana koncentrace
byla 3 az 10 ug barya na mililitr. (Alikvotni podil 10 ml by mél byt vhodnym
vychozim mnozstvim.) Doplni se po rysku 0,07M roztokem kyseliny chlorovodikové
(3.2) a promicha se.

Koncentrace barya v roztoku (5.1.5) se stanovi atomovou absorpéni spektrometrii
tentyz den.

Podminky pro atomovou absorp¢ni spektrometrii
Plamen: oxid dusny-acetylen

Vlnova délka: 553,5 nm

Korekce pozadi: ne

Podminka paliva: chudé; pro maximalni absorbanci je nutnd optimalizace vysky
hotéku a palivovych podminek.

Kalibrace

Do série odmérnych ban¢k na 100 ml se odpipetuje 1,0, 2,0, 3,0, 4,0 a 5,0 ml
standardniho roztoku barya (3.5.2). Do kazdé banky se odpipetuje 5,0 ml roztoku
chloridu draselného (3.4). Doplni se po rysku 0,07M roztokem kyseliny
chlorovodikové (3.2) a obsah se promicha. Tyto roztoky obsahuji 2,0, 4,0, 6,0 , 8,0 a
10,0 pg barya na mililitr.

Obdobné se provede slepy pokus s tim, Ze se vynechd standardni roztok barya.
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5.3.2 Zmé&fi se absorbance slepého pokusu (5.3.1) a takto ziskana hodnota se pouzije jako
nulova koncentrace barya pro kalibratni kiivku. Zméfi se absorbance kazdého
standardniho roztoku barya (5.3.1). Sestroji se kalibracni kfivka vynesenim zavislosti
hodnot absorbance na koncentraci barya.

54 Stanoveni

Zmeti se absorbance roztoku vzorku (5.1.5). Zkalibra¢ni kiivky se odecte
koncentrace barya odpovidajici hodnoté absorbance namétené pro roztok vzorku.

6. VYPOCET
Obsah rozpustného barya (% m/m) v pigmentu se vypocita podle vzorce

) cxXV
% (m/m) rozpustné¢ho barya = ——
10Wpg, xm
kde
m = hmotnost analyzovaného vzorku (5.1.1) v gramech,
c = koncentrace barya vroztoku vzorku (5.1.5) odeCtend z kalibracni kiivky

v pg/ml,
V = celkovy objem extraktu (5.1.2) vml,
Wsg. = objem extraktu odebraného podle bodu 5.1.5 v ml.
7. OPAKOVATELNOSTY

Pro vyrobky obsahujici asi 2% (m/m) rozpustného barya je pro tuto metodu
nejlepsim odhadem opakovatelnosti 0,3 %.

8. POZNAMKY

8.1 Za urCitych podminek mize byt absorbance barya zvySena pfitomnosti vapniku.
Tomu lze zabranit pfidanim iontl hoi¢iku v koncentraci 5 g/,

8.2 Pouziti metody spektrometrie sindukéné vazanou plazmou — opticka emisni
spektrometriec je povoleno jako alternativa plamenové atomové absorpcni
spektrometrie.

B. KVANTITATIVNI STANOVENI ROZPUSTNEHO STRONCIA
1. ROZSAH A OBLAST POUZITI

V této metodé je popsan postup extrakce a kvantitativniho stanoveni rozpustného
stroncia z pigmentt ve form¢ soli nebo komplexd.

2. PRINCIP

Pigment se extrahuje 0,07M roztokem kyseliny chlorovodikové za definovanych
podminek a mnoZstvi stroncia v extraktu se stanovi atomovou absorpcni
spektrometrii.

3. REAKCNI CINIDLA

Vsechna reakéni ¢inidla musi byt Cistoty p.a.

> Viz CSN ISO 5725
7 Magnesium as modifier for the determination of barium by flame atomic emission spectrometry.
Jerrow, M. et al., Analytical Proceedings, 1991, 28, 40.
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3.1
32
33

3.4
3.5.1

3.5.2

4.1
4.2
43

5.1

5.1.1

5.2

53
5.3.1

532

Ethanol, absolutni
Kyselina chlorovodikova, 0,07M roztok

Chlorid draselny, 8% (m/V) roztok: 16 g chloridu draselného se rozpusti ve 200 ml
0,07M roztoku kyseliny chlorovodikové (3.2).

Standardni roztoky stroncia

Zasobni standardni roztok stroncia, 1 000 pg/ml v 0,5M roztoku kyseliny dusi¢né
(,,SpectrosoL* nebo ekvivalentni)

Standardni roztok stroncia, 100 pg/ml: 10,0 ml z&sobniho standardniho roztoku barya
(3.4.1) se odpipetuje do odmerné baitkky na 100 ml. Doplni se po rysku 0,07M
roztokem kyseliny dusi¢né (3.2) a promicha.

PRISTROJE A POMUCKY

Obvyklé laboratorni vybaveni

Membranovy filtr s velikosti port 0,45 pm

Atomovy absorp¢ni spektrofotometr vybaveny stronciovou vybojkou s dutou katodou
POSTUP

Priprava vzorku

Pro kvantitativni stanoveni rozpustného stroncia se pouZije roztok ptipraveny v oddile
AS5.14.

Do odmérmé banky na 100 ml se odpipetuje 5,0 ml roztoku chloridu draselného (3.3)
a alikvotni podil ("Wg, ml") zfedén¢ho filtratu (A 5.1.4), aby byla ptredpokladana
koncentrace stroncia 2 az 5 pug/ml. (Alikvotni podil 10 ml by mél byt vhodnym
vychozim mnozstvim.) Doplni se po rysku 0,07 M roztokem kyseliny chlorovodikové
(3.2) a promicha.

Koncentrace stroncia v roztoku (5.1.1) se stanovi atomovou absorpéni spektrometrii
tentyZ den.

Podminky pro atomovou absorp¢ni spektrometrii
Plamen: oxid dusny-acetylen

Vlnova délka: 460,7 nm

Korekce pozadi: ne

Podminka paliva: chudé; pro maximalni absorbanci je nutnd optimalizace vySky
hotéku a palivovych podminek.

Kalibrace

Do série odmérnych ban¢k na 100 ml se odpipetuje 1,0, 2,0, 3,0, 4,0 a 5,0 ml
standardniho roztoku stroncia (3.4.2). Do kazdé baiky se odpipetuje 5,0 ml roztoku
chloridu draselného (3.3). Doplni se po rysku 0,07M roztokem kyseliny
chlorovodikové (3.2) a obsah se promicha. Tyto roztoky obsahuji 1,0, 2,0, 4,0 a
5,0 pg stroncia na mililitr.

Obdobné se provede slepy pokus s tim, Ze se vynechd standardni roztok stroncia.

Zmeti se absorbance slepého pokusu (5.3.1) a takto ziskana hodnota se pouzije jako
nulova koncentrace stroncia pro kalibracni kfivku. Zméfi se absorbance kazdého
kalibra¢niho standardu stroncia (5.3.1). Sestroji se kalibracni kfivka vynesenim
zavislosti hodnot absorbance na koncentraci stroncia.
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54 Stanoveni

Zmeti se absorbance roztoku vzorku (5.1.1). Zkalibraéni kiivky se odecte
koncentrace stroncia odpovidajici hodnoté absorbance namétené pro roztok vzorku.

6. VYPOCET

Obsah rozpustného stroncia (% m/m) v pigmentu se vypocita podle vzorce

, . cxV
% (m/m) rozpustného stroncia = ——
10Wg, xm
kde
m= hmotnost analyzovaného vzorku (A 5.1.1) v gramech,
c= koncentrace stroncia v roztoku vzorku (5.1.1) odectena z kalibracni  kiivky
v ug/ml,

V = celkovy objem extraktu (A 5.1.2) v ml,
Ws;: = objem extraktu odebraného podle bodu 5.1.1 v ml.
7. OPAKOVATELNOST®

Pro vyrobky obsahujici asi 0,6 % (m/m) rozpustného barya je pro tuto metodu
nejlepsim odhadem opakovatelnosti 0,09 %.

8. POZNAMKA

Pouziti metody spektrometrie sindukéné véazanou plazmou — opticka emisni
spektrometrie je povoleno jako alternativa plamenové atomové absorpéni
spektrometrie.

KVALITATIVNI A KVANTITATIVNI STANOVENI BENZYLALKOHOLU
(Smérnice komise 93/73/EHS z 9. zati 1993)

A. KVALITATIVNI STANOVENI
1. ROZSAH A OBLAST POUZITI

V této metod¢ je popsano kvalitativni stanoveni benzylalkoholu v kosmetickych
prostiedcich.

2. PRINCIP

Kwvalitativni stanoveni benzylalkoholu se provede chromatografii na tenké vrstvé na
silikagelu.

3. REAKCNI CINIDLA

Vsechna reak¢ni Cinidla musi byt Cistoty p.a.
3.1 Benzylalkohol
3.2 Chloroform

3 Viz CSN ISO 5725
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3.3
34
3.5
3.6

3.7

3.8

4.1
4.2

43
44

5.1

52
5.2.1

522

523

524

525

Ethanol, absolutni
n-Pentan
Vyvijeci rozpoustédlo: diethylether

Standardni roztok benzylalkoholu: Do odmérné barniky na 100 ml se navazi 0,1 g
benzylalkoholu (3.1), doplni po rysku ethanolem (3.3) a promicha.

Desky pro chromatografii na tenké wvrstvé, sklenéné, 100 x 200 mm nebo
200 x 200 mm, s nanesenou vrstvou silikagelu 60 F,s,4 o tloust’ce 0,25 mm.

Detekeni cinidlo: kyselina 12-molybdofosforeéna, 10% (m/V) roztok v ethanolu (3.3).
PRISTROJE A POMUCKY
Obvyklé vybaveni pro chromatografii na tenké vrstveé

Chromatograficka komora se dvéma zlabky, vn¢&jSi rozméry pfiblizné
80 mm x 230 mm % 240 mm

Chromatograficky papir: Whatman nebo ekvivalentni
UV lampa, vinova délka 254 nm.

POSTUP

Priprava vzorku

Do odmémé banky na 10 ml se navazi 1,0 g prostfedku, ktery ma byt analyzovan.
Ptidaji se 3 ml chloroformu (3.2) a diikladné se tfepe, dokud se prostiedek nerozptyli.
Doplni se po rysku ethanolem (3.3) a dtkladné tiepe az do vzniku Cirého nebo témet
¢irého roztoku.

Chromatografie na tenké vrstvé

Chromatograficka komora se nasyti (4.2) n-pentanem takto: strana komory sousedici
se zadnim zlabkem se vylozi chromatografickym papirem (4.3) tak, aby byl dolni
okraj papiru ve zlabku. Zadni zlabek se naplni 25 ml n-pentanu (3.4) ptelitim tohoto
roztoku po povrchu chromatografického papiru. Okamzité se nasadi viko a ponecha
se stat 15 minut.

Do vhodnych bodi na startovaci linii chromatografické desky pro chromatografii na
tenké vrstvé se nanese 10 pl roztoku vzorku (5.1) a 10 ul standardniho roztoku
benzylalkoholu (3.6). Necha se vyschnout.

Do pfedniho zlabku komory se odpipetuje 10 ml diethyletheru (3.5) a poté se do
stejného zlabku ihned umisti deska (5.2.2). Opét se rychle nasadi viko komory a
deska se vyviji do vySky 150 mm. Deska se vyjme z chromatografické komory a
necha se schnout pii pokojové teploté.

Deska (5.2.3) se pozoruje pod ultrafialovym svétlem a oznaci se poloha fialovych
skvrn. Deska se postiikd detekénim cinidlem (3.8) a poté se zahfeje 15 minut pii
120 °C. Benzylalkohol se jevi jako tmaveé modra skvrna.

Vypocte se hodnota Ry ziskana pomoci standardniho roztoku benzylalkoholu. Tmavée
modra skvrna se stejnou hodnotou R; ziskana z roztoku vzorku indikuje pfitomnost
benzylalkoholu.

Mez detekce: 0,1 pug benzylalkoholu.
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B. KVANTITATIVNI STANOVENI

1.

4.1
42
43
44
45

4.6

4.7

5.
5.1

ROZSAH A OBLAST POUZITI

V této metodé je popsano kvantitativni stanoveni obsahu benzylalkoholu
v kosmetickych prostredcich.

DEFINICE

Mnozstvi benzylalkoholu stanovené touto metodou se vyjadii v hmotnostnich
procentech (% m/m).

PRINCIP

Vzorek se extrahuje methanolem a mnozstvi benzylalkoholu v extraktu se stanovi
vysokoté¢innou kapalinovou chromatografii (HPLC).

REAKCNI CINIDLA

Vsechna reakéni Cinidla musi byt Cistoty p.a. a podle potfeby musi byt vhodna pro
HPLC.

Methanol

4-Ethoxyfenol

Benzylalkohol

Mobilni faze: methanol (4.1)/voda (45:55; V/V)

Zasobni roztok benzylalkoholu: do odmérné banky na 100 ml se piesn¢ navazi asi
0,1 g benzylalkoholu (4.3). Doplni se po rysku methanolem (4.1) a promicha.

Zasobni roztok vnitiniho standardu: do odmérné banky na 100 ml se piesné navazi asi
0,1 g 4-ethoxyfenolu (4.2). Doplni se po rysku methanolem (4.1) a promicha.

Standardni roztoky: Do série odmérnych ban¢k na 25 ml se odpipetuje zasobni roztok
benzylalkoholu (4.5) a zasobni roztok vnitfniho standardu (4.6) podle nize uvedené
tabulky. Doplni se po rysku methanolem (4.1) a promicha.

Koncentrace benzylalkoholu Koncentrace 4-ethoxyfenolu
Standardni . -
roztok pocet ptidanych pug/ml () pocet pfidanych ug/ml ()
ml (4.5) ml (4.6)
I 0,5 20 2,0 80
I 1,0 40 2,0 80
I 2,0 80 2,0 80
v 3,0 120 2,0 80
\Y 4,0 200 2,0 80

() Tyto hodnoty jsou uvedeny jako ukazatele a odpovidaji koncentracim
standardnich roztoki pfipravenych zroztokti benzylalkoholu (4.5) a
4-ethoxyfenolu (4.6), které obsahuji ptesn¢ 0,1 % (m/V) benzylalkoholu a presné
0,1 % (m/V) 4-ethoxyfenolu.

PRISTROJE A POMUCKY

Obvyklé laboratorni vybaveni
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52

53

54
5.5
5.6
5.7

6.1
6.1.1

6.1.3
6.14
6.1.5

6.2
6.2.1

6.2.2
6.3
6.3.1

6.3.2

6.4
6.4.1

6.4.2

Zatizeni pro vysokoucinnou kapalinovou chromatografii s UV detektorem
s nastavitelnou vinovou délkou a s nasttikovaci smyckou o objemu 10 pl

Analyticka kolona: kolona z nerezové oceli: 250 mm % 4,6 mm s naplni Spherisorb
ODS o velikosti ¢astic 5 um nebo s ekvivalentni naplni.

Vodni lazen

Ultrazvukova lazen
Odstredivka

Centrifugaéni kyvety na 15 ml
POSTUP

Priprava vzorku

Do centrifugacni kyvety (5.7) se piesné navazi asi 0,1 g (m grami) vzorku a piida se
5 ml methanolu (4.1).

Zahtiva se po dobu 10 minut na vodni lazni (5.4) nastavené na teplotu 50 °C a poté se
vlozi do ultrazvukové 14zn€ (5.5), kde se ponechd do dikladného rozptyleni vzorku.

Ochladi se a poté se odstfedi 5 minut pii 3 500 ot./min.
Supernatant se prevede do odmérné banky na 25 ml.

Zbytek vzorku se extrahuje dalSimi 5 ml methanolu (4.1). Extrakty se slouci
v odmérné barice na 25 ml.

Do odmémé banky na 25 ml se odpipetuji 2,0 ml zasobniho roztoku wvnitiniho
standardu (4.6). Doplni se po rysku methanolem (4.1) a promicha se. Tento roztok se
pouzije pro chromatografii popsanou v bod¢ 6.4.

Chromatografie

Obvyklym zplsobem se sestavi zafizeni pro vysokoucinnou kapalinovou
chromatografii (5.2). Prutokova rychlost mobilni faze (4.4) se nastavi na 2,0 ml za
minutu.

VInovéa délka UV detektoru (5.2) se nastavi na 210 nm.
Kalibrace

Nastiikne se po 10 ul kazdého ze standardnich roztokti benzylalkoholu (4.7) a zméti
se plocha pikl benzylalkoholu a 4-ethoxyfenolu.

Pro kazdy standardni roztok benzylalkoholu (4.7) se vypocte pomér plochy piku
benzylalkoholu a 4-ethoxyfenolu. Kalibra¢ni kiivka se sestroji vynesenim téchto
pomerti na osu y a odpovidajicich koncentraci benzylalkoholu v pg/ml na osu x.

Kvantitativni stanoveni

Na kolonu se nastfikne se 10 pl roztoku vzorku (6.1.6) a zméti se plochy pikl
benzylalkoholu 4-ethoxyfenolu. Vypocita se pomér ploch pikii benzylalkoholu a
4-ethoxyfenolu. Tento postup se opakuje s dalsimi alikvotnimi podily po 10 pl
roztoku vzorku, dokud se neziskaji shodné vysledky.

Z kalibracni kiivky (6.3.2) se odecte koncentrace benzylalkoholu odpovidajici
pomeéru ploch piki benzylalkoholu a 4-ethoxyfenolu.

VYPOCET

Obsah benzylalkoholu ve vzorku v hmotnostnich procentech se vypocitd podle
vzorce:
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% (m/m) benzylakoholu = _°

400xm

m = hmotnost analyzovaného vzorku (6.1.1) v gramech,

koncentrace benzylalkoholu v roztoku vzorku (6.1.1) vpg/ml, odectena
z kalibrac¢ni kiivky.

7. OPAKOVATELNOST®

Pro vyrobky obsahujici asi 1 % (m/m) benzylalkoholu nesmi rozdil mezi vysledky
dvou paralelnich stanoveni na stejném vzorku piekrocit absolutni hodnotu 0,10 %.

¢
Il

KVALITATIVNI STANOVENI ZIRKONIA A KVANTITATIVNI STANOVENI
ZIRKONIA, HLINIKU A CHLORU
V NEAEROSOLOVYCH ANTIPERSPIRANTECH

(Smérnice komise 93/73/EHS z 9. zati 1993)

Tato metoda ma pét stadii:

A. Koyvalitativni stanoveni zirkonia
Kvantitativni stanoveni zirkonia
Kwvantitativni stanoveni hliniku

Kwvantitativni stanoveni chloru

m o 0w

Vypocet poméru obsahu atomi hliniku k obsahu atomti zirkonia a vypocet
poméru obsahu atomt hliniku a zirkonia k obsahu atomi chloru.

A. KVALITATIVNI STANOVENI ZIRKONIA
1. ROZSAH A OBLAST POUZITI

V této metodé¢ je popsadno kvalitativni stanoveni zirkonia v neaerosolovych
antiperspirantech. Nejsou popsany metody vhodné pro kvalitativni stanoveni
chloro(hydroxo)komplext hliniku a zirkonia AlZr(OH),Cly.

2. PRINCIP

Kvalitativni stanoveni zirkonia se provede prostiednictvim tvorby charakteristické
cervenofialové srazeniny pii reakci s alizarinovou cerveni S v silné kyselém prostredi.

3. REAKCNI CINIDLA
Vsechna reak¢ni Cinidla musi byt Cistoty p.a.
3.1 Kyselina chlorovodikova, koncentrovana (dio =1,18 g/ml)

3.2 Roztok alizarinové Cervené S (CI 58005: 2 % (m/V) alizarinsulfonatu sodného ve
vode)

3 Viz CSN ISO 5725
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4.
4.1
5.
5.1
52

53
54

PRISTROJE A POMUCKY

Bézné laboratorni vybaveni

POSTUP

K ptiblizné 1 g vzorku ve zkumavce se pfidaji 2 ml vody. Zazatkuje se a protiepe.

Pridaji se tii kapky roztoku alizarinové cervené S (3.2) a poté 2 ml koncentrované
kyseliny chlorovodikové (3.1). Zazatkuje se a protiepe.

Necha se ptiblizn¢ dvé minuty stat.

Cervenofialové zabarveni supernatantu a srazeniny znamena pritomnost zirkonia.

B. KVANTITATIVNI STANOVENI ZIRKONIA

1.

3.1
32

33

3.4

3.5

4.1
4.2
43
44

5.1
5.1.1

ROZSAH A OBLAST POUZITI

Tato metoda  je  vhodna  pro kvantitativni stanoveni zirkonia
v chloro(hydroxo)komplexech hliniku a zirkonia az do maximalni koncentrace
zirkonia 5,4 (m/m) v neaerosolovych antiperspirantech.

PRINCIP

Zirkonium se extrahuje z prostiedku v kyselém prostiedi a kvantitativni stanoveni se
provede plamenovou atomovou absorpcni spektrometrii.

REAKCNI CINIDLA

Vsechna reakéni ¢inidla musi byt Cistoty p.a.
Kyselina chlorovodikova, koncentrovana (dio =1,18 g/ml)

Roztok kyseliny chlorovodikové, 10% (V/V): k 500 ml vody v kadince se za stalého
michani prida 100 ml koncentrované kyseliny chlorovodikové (3.1). Tento roztok se
prevede do odmérné baiiky na 1 litr a doplni se po rysku vodou.

Zasobni standardni roztok zirkonia, 1000 pg/ml v 0,5M roztoku kyseliny
chlorovodikové (,,SpectrosoL* nebo ekvivalentni)

Chlorid hlinity (hydratovany) [AlCl;-6H,0]: c¢inidlo: 22,6 g hexahydratu chloridu
hlinitého se rozpusti ve 250 ml 10% (V/V) roztoku kyseliny chlorovodikové (3.2).

Chlorid amonny: ¢inidlo: 5,0 g chloridu amonného se rozpusti ve 250 ml 10% (V/V)
roztoku kyseliny chlorovodikové (3.2).

PRISTROJE A POMUCKY

Obvyklé laboratorni vybaveni

Topna deska s magnetickym michadlem

Filtra¢ni papir (Whatman ¢. 41 nebo ekvivalentni)

Atomovy absorp¢ni spektrofotometr vybaveny zirkoniovou vybojkou s dutou katodou
POSTUP

Priprava vzorku

Do kadinky na 150 ml se pfesné navazi asi 1,0 g (m grami) homogenniho vzorku
prostiedku. Ptfida se 40 ml vody a 10 ml koncentrované kyseliny chlorovodikové

3.1).
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52

53
5.3.1

532

54

Kadinka se umisti na topnou desku s magnetickym michadlem (4.2). Zapne se
michani a zahieje se az k varu. Aby se zabranilo rychlému odpateni, umisti se na
kadinku hodinové sklo. Vafi se 5 minut, kadinka se sejme z topné desky a ochladi se
na pokojovou teplotu.

Za pouziti filtracniho papiru (4.3) se obsah kadinky zfiltruje do odmérné banky na
100 ml. Kadinka se dvakrat vyplachne vzdy 10 ml vody a oplachova voda se po
zfiltrovani prida do baiiky. Doplni se po rysku vodou a promichd se. Tento roztok se
také pouzije ke kvantitativnimu stanoveni hliniku (¢ast C).

Do odmérné banky na 50 ml se odpipetuje 20,00 ml roztoku vzorku (5.1.1), 5,00 ml
¢inidla chloridu hlinitého (3.4) a 5,00 ml ¢inidla chloridu amonného (3.5). Doplni se
po rysku 10% (V/V) roztokem kyseliny chlorovodikové a promicha se.

Podminky atomové absorpéni spektrometrie
Plamen: oxid dusny/acetylen

Vlnova délka: 360,1 nm

Korekce pozadi: ne

Podminka paliva: bohaté; pro maximalni absorbanci je nutna optimalizace vySky
hotaku a palivovych podminek.

Kalibrace

Do série odmérnych ban¢k na 50 ml se odpipetuje 5,00, 10,00, 15,00, 20,0 a 25,00 ml

zasobniho standardniho roztoku zirkonia (3.3). Do kazdé odmérné banky se

odpipetuje 5,00 ml cinidla chloridu hlinitého (3.4) a 5,00 ml c¢inidla chloridu

amonného (3,5). Doplni se po rysku 10% (V/V) kyselinou chlorovodikovou (3.2) a
promicha se. Tyto roztoky obsahuji 100, 200, 300, 400 a 500 pg zirkonia na mililitr.

Podobneé se piipravi slepy pokus, vynechd se standardni roztok zirkonia.

Zm¢éti se absorbance slepého pokusu (5.3.1) a ziskana hodnota se pouzije jako nulova
koncentrace zirkonia pro kalibracni kiivku. Zméfi se absorbance kazdého
kalibra¢niho standardu zirkonia (5.3.1). Sestroji se kalibracni kiivka vynesenim
zavislosti hodnot absorbance na koncentraci zirkonia.

Kvantitativni stanoveni

Zmeti se absorbance roztoku vzorku (5.1.4). Zkalibra¢ni kiivky se odecte
koncentrace zirkonia odpovidajici hodnoté absorbance namétené pro roztok vzorku.

VYPOCET

Obsah zirkonia ze vzorku vyjadfeny v hmotnostnich procentech se vypocte podle
vzorce:

% (m/m) zirkonia = 4OC

Xm
kde
m = hmotnost analyzovaného vzorku (5.1.1) v gramech,
¢ = koncentrace zirkonia v roztoku vzorku (5.1.4) v pg/ml, odectena z kalibracni
kiivky.
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7. OPAKOVATELNOST®

Pro vyrobky obsahujici asi 3 % (m/m) zirkonia nesmi rozdil mezi vysledky dvou
paralelnich stanoveni na stejném vzorku pirekrocit absolutni hodnotu 0,10 %.

8. POZNAMKA

Pouziti metody spektrometrie sindukéné véazanou plazmou — opticka emisni
spektrometrie je povoleno jako alternativa plamenové atomové absorpcni
spektrometrie.

C. KVANTITATIVNI STANOVENI HLINIKU
1. ROZSAH A OBLAST POUZITI

Tato metoda  je vhodna pro kvantitativni stanoveni hliniku
v chloro(hydroxo)komplexech hliniku a zirkonia az do koncentrace hliniku 12 %
(m/m) v neaerosolovych antiperspirantech.

2. PRINCIP

Hlinik se extrahuje z prostiedku v kyselém prostfedi a kvantitativni stanoveni se
provede plamenovou atomovou absorpcni spektrometrii.

3. REAKCNI CINIDLA

Vsechna reak¢ni Cinidla musi byt Cistoty p.a.
3.1 Kyselina chlorovodikova, koncentrovana (dio =1,18 g/ml)

3.2 Kyselina chlorovodikova, 1% (V/V) roztok: k 500 ml vody v kadince se za stalého
michani ptfida 10 ml koncentrované kyseliny chlorovodikové (3.1). Tento roztok se
prevede do odmérné baiiky na 1 litr a doplni se po rysku vodou.

33 Zasobni standardni roztok hliniku: 1 000 pg/ml v 0,5M roztoku kyseliny dusicné
(,,SpectrosoL‘ nebo ekvivalentni)

34 Cinidlo s chloridem draselnym: 10,0 g chloridu draselného se rozpusti ve 250 ml 1 %
kyseliny chlorovodikové (3.2).

4. PRISTROJE A POMUCKY
4.1 Obvyklé laboratorni vybaveni
4.2 Atomovy absorp¢ni spektrofotometr vybaveny hlinikovou vybojkou s dutou katodou
5. POSTUP
5.1 Piiprava vzorku
Pro kvantitativni stanoveni hliniku se pouZije roztok ptipraveny v ¢asti B (5.1.3).

5.1.1 Do odmérné banky na 100 ml se odpipetuje 5,00 ml roztoku vzorku (B 5.1.3) a
10,00 ml ¢inidla s chloridem draselnym (3.4). Doplni se po rysku 1% roztokem
kyseliny chlorovodikové (3.2) a promicha se.

5.2 Podminky atomové absorpéni spektrometrie
Plamen: oxid dusny-acetylen
Vinova délka: 309,3 nm
Korekce pozadi: ne

3 Viz CSN ISO 5725
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Podminka paliva: bohaté; pro maximalni absorbanci je nutna optimalizace vysky
hotaku a palivovych podminek.

Kalibrace

Do série odmérnych banék na 100 ml se odpipetuje 1,00, 2,00, 3,00, 4,00 a 5,00 ml

zasobniho standardniho roztoku hliniku (3.3). Do kazdé odmérné banky se odpipetuje

10,00 ml ¢inidla s chloridem draselnym (3.4) a doplni se po rysku 1% roztokem

kyseliny chlorovodikové (3.2) a promicha se. Tyto roztoky obsahuji 10, 20, 30, 40 a
50 ug hliniku na mililitr.

Obdobneé se ptipravi slepy pokus, vynechd se standardni roztok hliniku.

Zmeti se absorbance slepého pokusu (5.3.1) a takto ziskana hodnota se pouzije jako
nulovd koncentrace hliniku pro kalibra¢ni kfivku. Zméfi se absorbance kazdého
standardniho roztoku hliniku. Sestroji se kalibracni kfivka vynesenim zavislosti
hodnot absorbance na koncentraci hliniku.

Kvantitativni stanoveni

Zméti se absorbance roztoku vzorku (5.1.1). Zkalibracni kiivky se odecte
koncentrace hliniku odpovidajici hodnoté absorbance namétené pro roztok vzorku.

VYPOCET

Obsah hliniku ve vzorku vyjadfeny v hmotnostnich procentech se vypocte podle
vzorce:

% (m/m) hliniku =
S5Xm
kde
m = hmotnost analyzovaného vzorku (B 5.1.1) v gramech,
¢ = koncentrace hliniku v roztoku vzorku (5.1.1) v ug/ml, odeétena z kalibracni
ktivky.
OPAKOVATELNOST®

Pro vyrobky obsahujici asi 3,5% (m/m) hliniku nesmi rozdil mezi vysledky dvou
paralelnich stanoveni na stejném vzorku piekrocit absolutni hodnotu 0,10 %.

POZNAMKA

Pouziti metody spektrometrie sindukéné véazanou plazmou — opticka emisni
spektrometrie je povoleno jako alternativa plamenové atomové absorp¢ni
spektrometrie.

D. KVANTITATIVNi STANOVENI CHLORU

1.

ROZSAH A OBLAST POUZITI

Tato metoda je vhodna pro kvantitativni stanoveni chloru pfitomného ve formé
chloridovych  iontd v chloro(hydroxo)komplexech  hliniku a  zirkonia
v neaerosolovych antiperspirantech.

PRINCIP

Obsah chloridovych iontd v prostiedku se stanovi potenciometrickou titraci
standardnim roztokem dusi¢nanu stiibrného.

3 Viz CSN 1SO 5725
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3. REAKCNI CINIDLA
Vsechna reakéni ¢inidla musi byt Cistoty p.a.

3.1 Kyselina dusi¢na, koncentrovana (dio = 1,42 g/ml)

3.2 Kyselina dusi¢na, 5% (V/V) roztok: ke 250 ml vody v kadince se za stalého michani
prida 25 ml koncentrované kyseliny dusi¢né (3.1). Tento roztok se pienese do
odmérné banky na 500 ml a doplni se po rysku vodou.

33 Aceton

34 Dusi¢nan stfibrny, 0,1M odmérny roztok (,,AnalaR* nebo ekvivalentni)

4. PRISTROJE A POMUCKY

4.1 Obvyklé laboratorni vybaveni

4.2 Topna deska s magnetickym michadlem

43 Stiibrna elektroda

4.4 Kalomelova referentni elektroda

4.5 pH-metr nebo milivoltmetr vhodny pro potenciometrickou titraci

5. POSTUP

5.1 Priprava vzorku

5.1.1 Do kadinky na 250 ml se piesn¢ odvazi ptiblizn¢ 1,0 g (m grami) homogenniho
vzorku prostiedku. Pfida se 80 ml vody a 20 ml roztoku 5% kyseliny dusi¢né (3.2).

5.1.2 Kaéadinka se umisti na topnou desku s magnetickym michadlem (4.2). Zapne se
michani a zahteje se az k varu. Aby se zabranilo rychlému odpafeni, umisti se na
kadinku hodinové sklo. Vafi se 5 minut, kadinka se sejme z topné desky a ochladi se
na pokojovou teplotu.

5.1.3 Pfida se 10 ml acetonu (3.3), elektrody (4.3 a 4.4) se ponofi pod hladinu roztoku a
zapne se michani. Provede se potenciometricka titrace 0,1M roztokem dusi¢nanu
stiibrného (3.4) a sestroji se diferencialni kiivka za tucelem stanoveni bodu
ekvivalence (V ml).

6. VYPOCET
Obsah chloru ve vzorku, vyjadfeny v hmotnostnich procentech, se vypocita podle
vzorce:

0,3545xV
% (m/m) chloru = ———
m
kde
m = hmotnost anylyzovaného vzorku (5.1.1) v gramech,
V = objem 0,1 M roztoku dusi¢nanu stfibrného v mililitrech, spotfebovaného pro
titraci do bodu ekvivalence.

7. OPAKOVATELNOST®
Pro vyrobky obsahujici asi 4 % (m/m) chloru nesmi rozdil mezi vysledky dvou
paralelnich stanoveni na stejném vzorku piekrocit absolutni hodnotu 0,10 %.

* Viz CSN 18O 5725
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E. VYPOCET POMERU OBSAHU ATOMU HLINIKU K OBSAHU ATOMU
ZIRKONIA A VYPOCET POMERU OBSAHU ATOMU HLINIKU A ZIRKONIA
K OBSAHU ATOMU CHLORU
1. Vypocet poméru obsahu atomii hliniku k obsahu atomii zirkonia
Pomér Al:Zr se vypocita podle vzorce:
Al%(m/m)x91,22
Zr% (m/m)x26,98

pomer Al:Zr =

2. Vypocet poméru obsahu atomui hliniku a zirkonia k obsahu atomii chloru

Pomeér (Al + Zr):Cl se vypocita podle vzorce:

Al% (m/m) 4 Zr % (m/m)
26,98 91,22
Cl1% (m/m)

35,45

pomér (Al + Zr):Cl =

KVALITATIVNI A KVANTITATIVNI STANOVENI HEXAMIDINU,
DIBROMHEXAMIDINU, DIBROMPROPAMIDINU A CHLORHEXIDINU

(Smérnice komise 93/73/EHS z 9. zati 1993)

1. ROZSAH A OBLAST POUZITI{
V této metod¢ je popsano kvalitativni a kvantitativni stanoveni
- hexamidinu a jeho soli véetné 2-hydroxyethansulfonatu a 4-hydroxybenzoatu,
- dibromhexamidinu a jeho soli v€etné 2-hydroxyethansulfonatu,
- dibrompropamidinu a jeho soli v€etné 2-hydroxyethansulfonatu,
- diacetatu, diglukonatu a dihydrochloridu chlorhexidinu
v kosmetickych prostredcich.
2. DEFINICE

Koncentrace hexamidinu, dibromhexamidinu, dibrompropamidinu a chlorhexidinu
stanovené touto metodou se vyjadii v hmotnostnich procentech (% m/m).

3. PODSTATA METODY

Kwvalitativni a kvantitativni stanoveni se provadi pomoci chromatografie iontovych
pari za pouziti vysokoucinné kapalinové chromatografie (HPLC) s obracenymi
fazemi s naslednou detekci UV spektrofotometrii. Hexamidin, dibromhexamidin,
dibrompropamidin a chlorhexidin se kvalitativné stanovuji podle svych retenc¢nich
¢asil v chromatografické kolong.

4, REAKCNI CINIDLA

Vsechna reakéni Cinidla musi byt Cistoty p.a. a podle potfeby musi byt vhodna pro
HPLC.
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4.1
4.2

43

4.4
4.5
4.5.1

452

4.6
4.7
4.8
4.9
4.10

4.11
4.12

5.1
52

53

54

6.1

Methanol

Natrium-heptan-1-sulfonat monohydrat
Ledova kyselina octova (d;’ = 1,05 g/ml)
Chlorid sodny

Mobilni faze

Eluent I: 0,005M roztok natrium-heptan-1-sulfonatu monohydratu (4.2) v methanolu
(4.1) upraveny ledovou kyselinou octovou (4.3) na hodnotu pH 3,5.

Eluent II: 0,005M roztok natrium-heptan-1-sulfondtu monohydratu (4.2) ve vodé
upraveny ledovou kyselinou octovou (4.3) na hodnotu pH 3,5.

Poznamka: Je-li nutné zlepsit tvar pikd, lze mobilni faze upravit a pfipravit nize
uvedenym zptisobem:

- ecluent I: 5,84 g chloridu sodného (4.4) a 1,1013 g natrium-heptan-1-sulfonatu
monohydratu (4.2) se rozpusti ve 100 ml vody. Pfida se 900 ml methanolu (4.1) a
upravi se ledovou kyselinou octovou (4.3) na hodnotu pH 3,5.

- ecluent II: 5,84 g chloridu sodného (4.4) a 1,1013 g natrium-heptan-1-sulfonatu
monohydratu (4.2) se rozpusti v jednom litru vody a upravi se ledovou kyselinou
octovou (4.3) na hodnotu pH 3,5.

Hexamidin-di(2-hydroxyethansulfonat) [CyoHsN4O,:2C,HgO4S]
Dibromhexamidin-di(2-hydroxyethansulfonat) [ CyH24Br,N4O,:2C,HgO,4S]
Dibrompropamidin-di(2-hydroxyethansulfonat) [C,;H;sBr,N;,O,-2C,Hs04S]
Chlorhexidin-diacetat [Cy,H3CI1,N;o-2C,H40,]

Referenéni roztoky: v eluentu I (4.5.1) se pfipravi 0,05% (m/V) rozoky vsech Ctyf
konzervantu (4.6 az 4.9).

3,4,4'-Trichlorkarbanilid (Triclocarban - INN)
4,4'-Dichlor-3-(trifluormethyl)karbanilid (Halocarban - INN)
PRISTROJE A POMUCKY

Obvyklé laboratorni vybaveni

Chromatograf pro vysokoucinnou kapalinovou chromatografii vybaveny UV
detektorem s nastavitelnou vlnovou délkou

Analyticka délici kolona: kolona z nerezové oceli o délce 30 cm a vnitinim priméru
4 mm, s naplni p-Bondapack C;g, 10 pm, nebo s ekvivalentni naplni.

Ultrazvukova lazen
KVALITATIVNI STANOVENI
Priprava vzorku

Do odmérné banky na 10 ml se piesné navazi asi 0,5 g vzorku a doplni se po rysku
eluentem I (4.5.1). Baiika se na 10 minut vlozi do ultrazvukové lazné€ (5.4). Roztok se
zfiltruje nebo odstiedi. Filtrat nebo supernatant se pouzije pro chromatografii.
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6.2
6.2.1

6.2.2

6.2.3
6.2.4

6.2.5
6.3

Chromatografie

Gradient mobilni faze

Cas eluent | eluent 11
(min) (% V/V) (4.5.1) (% V/IV) (4.5.2)
0 50 50
15 65 35
30 65 35
45 50 50

Prutok mobilni faze (6.2.1) se nastavi na 1,5 ml/min a teplota kolony se nastavi na
35 °C.

Vlnova délka detektoru se nastavi na 264 nm.

Provede se nastiik 10 pl kazdého zreferencnich roztokl (4.10) a zaznamenaji se
jejich chromatogramy.

Provede se nasttik 10 pl roztoku vzorku (6.1) a zaznamena se jeho chromatogram.

Dukaz pfitomnosti hexamidinu, dibromhexamidinu, dibrompropamidinu nebo
chlorhexidinu se provede porovnanim reten¢nich ¢ast pikd zaznamenanych v bodé
6.2.5 s piky ziskanymi pro referencni roztoky v bod¢ 6.2.4.

KVANTITATIVN{ STANOVEN{
Priprava standardnich roztoku

Jako vnitini standard se pouzije jeden z konzervantt (4.6 az 4.9), ktery neni ve vzorku
ptitomen. Neni-li to mozné, mize byt pouzit Triclocarban (4.11) nebo Halocarban
(4.12).

Zasobni roztok konzervantu, jehoz ptitomnost je prokazana v bod¢ 6.3, 0,05% (m/V)
v eluentu I (4.5.1).

Zasobni roztok konzervantu zvoleného jako vnitini standard, 0,05% (m/V) v eluentu I
4.5.1).

Pro kazdy nalezeny konzervant se pfipravi Ctyfi standardni roztoky tak, Zze se do
odmérnych ban¢k na 10 ml odméii podle nize uvedené tabulky mnozstvi zdsobniho
roztoku prokazaného konzervantu (7.1.1) a mnozstvi zasobniho roztoku wvnitiniho
standardu (7.1.2).

Zasobni roztok vnitiniho Zasobni roztok konzervantu, jehoz
Standardni standardu ptitomnost byla prokazana
roztok podet piidanych podet piidanych ng/ml ()
ml (7.1.2) ml (7.1.1)

I 1,0 0,5 25

I 1,0 1,0 50

I 1,0 1,5 75

v 1,0 2,0 100

() Tyto hodnoty jsou uvedeny jako ukazatele a odpovidaji koncentracim
standardnich roztoki prokazanych konzervantli, pripravenych ze zasobnich
roztokl obsahujicich ptesné 0,05 % prokazaného konzervantu.
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7.2 Priprava vzorku

7.2.1 Do odmérné banky na 10 ml se piesn¢ navazi asi 0,5 g (p gramil) vzorku, piida se
1,0 ml roztoku vnitfniho standardu (7.1.2) a 6 ml eluentu I (4.5.1) a promicha se.

7.2.2 Baika se umisti na 10 minut do ultrazvukové lazné (5.4). Ochladi se. Doplni se po
rysku eluentem I a promicha. Odstifedi se nebo se zfiltruje pfes skladany filtracni
papir. Supernatant nebo popiipadé filtrat se pouzije pro chromatografii.

7.3 Chromatografie

7.3.1 Gradient mobilni faze, pritok, teplota kolony a vlnova délka detektoru zafizeni pro
HPLC (5.2) se nastavi podle podminek pozadovanych pfti kvalitativnim stanoveni
(6.2.1 a7 6.2.3).

7.3.2 Nastiikne se 10 ul roztoku vzorku (7.2.2) a zméfi se plochy pikd. Tento postup se
opakuje s dalsimi 10pl alikvotnimi podily roztoku vzorku tak dlouho, dokud se
neziskaji shodné vysledky. Vypocita se pomér plochy piku analyzované slouceniny k
plose piku vnitiniho standardu.

7.4 Kalibrace

7.4.1 Nasttikne se 10 pl kazdého standardniho roztoku (7.1.3) a zméfi se plochy pikd.

7.4.2 Pro kazdy standardni roztok (7.1.3) se vypocitd pomér plochy piku hexamidinu,
dibromhexamidinu, dibrompropamidinu nebo chlorhexidinu k plose piku vnitiniho
standardu. Kalibra¢ni kiivka se sestroji vynesenim téchto pomérti na osu y a
odpovidajicich koncentraci standardnich roztokti prokazanych konzervanti v pg/ml
na osu Xx.

7.4.3 Z Xkalibraéni kiivky (7.4.2) se odeCte koncentrace prokazaného konzervantu
odpovidajici poméru ploch pikil vypocitanému v bodé 7.3.2.

8. VYPOCET

8.1 Obsah hexamidinu, dibromhexamidinu, dibrompropamidinu nebo chlorhexidinu ve
vzorku v hmotnostnich procentech se vypocita podle vzorce:

c MW,
% (m/m) = X 1
1000xp MW,
kde
p = hmotnost analyzovaného vzorku (7.2.1) v gramech,
c = koncentrace konzervantu v roztoku vzorku, odectena z kalibra¢ni kiivky,
v ug/ml,
MW; = molekulova hmotnost zakladni formy pfitomného konzervantu,
MW, = molekulova hmotnost odpovidajici soli (viz bod 10).

9. OPAKOVATELNOST®
Pro vyrobky obsahujici asi 0,1 % (m/m) hexamidinu, dibromhexamidinu,
dibrompropamidinu nebo chlorhexidinu nesmi rozdil mezi vysledky dvou paralelnich
stanoveni na stejném vzorku piekrocit absolutni hodnotu 0,005 %.

* Viz CSN 18O 5725
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10.

Tabulka molekulovych hmotnosti

Hexamidin C,oH26N4O, 354,45
Hexamidin-di(2-hydroxyethansulfonat) CyoH6N4O,2C,HqO4S 606,72
Hexamidin-di-p-hydroxybenzoat CyoH6N4O,2C,HO5 630,71
Dibromhexamidin C,oH,4Br,N,4,O, 512,24
Dibromhexamidin-di(2-hydroxyethansulfonat) | CyH»4Br,N4O,2C,HgO,S | 764,51
Dibrompropamidin C,7H,sBr,N,O, 470,18
Dibrompropamidin-di(2-hydroxyethansulfonat) | C;;H;sBryN4O,2C,HgO,S | 722,43
Chlorhexidin CyH;30CLN o 505,45
Chlorhexidin-diacetat CyH;30CLN, 9 2C,H40, 625,56
Chlorhexidin-diglukonat CyH30CLN, - 2C6H 1,07 897,76
Chlorhexidin-dihydrochlorid C,,H;30CLLNp-2HC1 578,37

KVALITATIVNI A KVANTITATIVNI STANOVENI KYSELINY BENZOOVE,
KYSELINY 4-HYDROXYBENZOOVE, KYSELINY SORBOVE, KYSELINY

SALICYLOVE A KYSELINY PROPIONOVE V KOSMETICKYCH
PROSTREDCICH

(Smérnice komise 95/32/EHS ze 7. Cervence 1995)

ROZSAH A OBLAST POUZITI

Metoda je pouzitelna pro kvalitativni a kvantitativni stanoveni kyseliny benzoové,
kyseliny 4-hydroxybenzoové, kyseliny sorbové, kyseliny salicylové a kyseliny
propionové v kosmetickych prostiedcich. Samostatné jsou popsany postupy
kvalitativniho stanoveni téchto konzervantli, kvantitativniho stanoveni kyseliny
propionové a kvantitativniho stanoveni kyseliny 4-hydroxybenzoové, kyseliny
salicylové, kyseliny sorbové a kyseliny benzoové.

DEFINICE
Mnozstvi kyseliny benzoové, kyseliny 4-hydroxybenzoové, kyseliny salicyloveé,

kyseliny sorbové a kyseliny propionové stanovena touto metodou se vyjadri
v hmotnostnich procentech volnych kyselin.

KVALITATIVNI STANOVENI{
PRINCIP

Po kyselé/zasadité extrakci konzervantu se extrakt analyzuje chromatografii na tenké
vrstvé (TLC) a reakéni chromatografii (,,derivatizace na desce®). V zavislosti na
vysledcich se kvalitativni stanoveni potvrdi vysokouCinnou kapalinovou
chromatografii (HPLC) nebo, v piipad¢ kyseliny propionové, plynovou
chromatografii (GLC).
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2.2
23
24
2.5
2.6
2.7
2.8
2.9
2.10
2.11
2.12
2.13
2.14
2.15
2.16
2.17
2.18

2.19

2.20

2.21

2.22

3.1

32
3.3

REAKCNI CINIDLA

VSeobecné

Vsechna reakeni ¢inidla musi byt Cistoty p.a. Musi byt pouzita destilovana voda nebo

voda alespon ekvivalentni Cistoty.
Aceton

Diethylether

Acetonitril

Toluen

n-Hexan

Parafin, tekuty

Kyselina chlorovodikova, 4M
Hydroxid draselny,4M vodny roztok
Chlorid vapenaty, CaCl,-2H,O
Uhli¢itan lithny, Li,COs
2-Bromo-2'-acetonafton

Kyselina 4-hydroxybenzoova
Kyselina salicylova

Kyselina benzoova

Kyselina sorbova

Kyselina propionova

Referencni roztoky

Pripravi se 0,1% (m/V) roztoky (100 mg/100 ml) kazdého z péti konzervantd (2.13 az

2.17) v diethyletheru.

Derivatiza¢ni ¢inidlo

0,5% roztok 2-bromo-2'-acetonaftonu (2.12) v acetonitrilu (2.4) (50 mg/10 ml). Tento

roztok by mél byt pfipravovan kazdy tyden a uchovavan v lednicce.

Roztok katalyzatoru

0,3% (m/V) roztok uhli¢itanu lithného (2.11) ve vodé (300 mg/100 ml). Tento roztok

by mél byt ptipravovan Cerstvy.

Vyvijeci rozpoustédlo

Toluen (2.5)/aceton (2.2) (20:0,5, V/V)
Tekuty parafin (2.7)/n-hexan (2.6) (1:2, V/V)
PRISTROJE A POMUCKY

Obvyklé laboratorni vybaveni

Vodni lazein nastavitelna na teplotu 60 °C
Vyvijeci komora

Zdroj ultrafialového svétla, 254 a 366 nm
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3.4

3.5
3.6
3.7
3.8
3.9

3.10
3.11
3.12
3.13

4.1

4.2

Hotové desky pro chromatografii na tenké vrstvé, Silikagel 60, bez fluorescen¢niho
indikatoru, 20 x 20 cm, tloustka vrstvy 0,25 mm s koncentra¢ni zoénou 2,5 x 20 cm
(Merck 11845 nebo ekvivalentni)

Mikrostiikacka na 10 pl

Mikrostiikacka na 25 pl

Susarna nastavitelna na teplotu az 105 °C

Erlenmeyerovy banky na 50 a 200 ml se zdbrusovou zatkou

Filtra¢ni papir, primér 90 mm, Schleicher & Schiill, Weissband No. 5892, nebo
ekvivalentni

Univerzalni indikatorovy papirek, pH 1 — 11

Sklenéné vzorkovaci lahvicky na 5 ml

Rotacni vakuova odparka (Rotavapor nebo ekvivalentni)
Topna deska

POSTUP

Priprava vzorki

Do Erlenmeyerovy baiiky na 50 ml se zabrusovou zatkou (3.8) se odvazi ptiblizné 1 g
vzorku. Pfidaji se Ctyii kapky 4M kyseliny chlorovodikové (2.8) a 40 ml acetonu
(2.2). U siln¢ zésaditych prostiedkt, jako je toaletni mydlo, by mélo byt piidano 20
kapek 4M kyseliny chlorovodikové (2.8). Pomoci indikatorového papirku (3.10) se
zkontroluje, zda je pH pfiblizn¢ 2. Baiika se uzavie a po dobu jedné minuty se silné
protrepava.

Je-li nezbytné usnadnit extrakci konzervanti do acetonové faze, smés se opatrné
zahteje na asi 60 °C, aby se tekutd faze rozpustila.

Roztok se zchladi na pokojovou teplotu a piefiltruje pies filtracni papir (3.9) do
Erlenmeyerovy barky.

20 ml filtratu se prevede do Erlenmeyerovy banky na 200 ml, ptida se 20 ml vody a
promicha se. pH smési se upravi ptiblizné na 10 pomoci 4 M hydroxidu draselné¢ho
(2.9) za pouziti indikatorového papirku (3.10).

Prida se 1 g chloridu vapenatého (2.10) a silné se protiepe. Zfiltruje se ptes filtracni
papir (3.9) do délici nalevky na 250 ml obsahujici 75 ml diethyletheru (2.3) a siln€ se
tftepe jednu minutu. Vrstvy se nechaji oddé€lit a vodna vrstva se prevede do
Erlenmeyerovy baniky na 250 ml. Etherova vrstva se zlikviduje. Za pouziti
indikatorového papirku (3.10) se pH vodného roztoku upravi na piiblizné 2
okyselenim 4M kyselinou chlorovodikovou (2.8). Pfida se 10 ml diethyletheru (2.3),
banka se zazatkuje a silné protfepadva jednu minutu; vrstvy se nechaji oddélit a
etherova vrstva se prevede do rotacni odparky (3.12). Vodna vrstva se zlikviduje.

Etherova vrstva se odpafi témét do sucha a zbytek se znovu rozpusti v 1 ml
diethyletheru (2.3). Roztok se pievede do vzorkovaci lahvicky (3.11).

Chromatografie na tenké vrstvé

Na startovni linii koncentracni zény TLC desky (3.4) se do bodu, jejichz pocet
odpovida poctu referencnich roztokl a roztokii vzorkd, které maji byt analyzovany,
nanese stiikackou (3.5) ve stejnych odstupech vzdy po 3 pl uhli¢itanu lithného (2.20)
a vysusi se v proudu studeného vzduchu.

Chromatograficka deska se pfenese na topnou desku (3.13) zahtatou na 40 °C, aby se
skvrny udrzely co nejmensi. Mikrostiikackou (3.5) se na startovni linii desky nanese
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vzdy 10 pl kazdého referencniho vzorku (2.18) a roztoku vzorku (4.1) piesné do
bodi, kam byl nanesen uhlic¢itan lithny.

Nakonec se opét presné do bodl, kam byly naneseny referencni roztoky/roztoky
vzorku a roztok uhli¢itanu lithného, nanese pfiblizn€ 15 pl derivatiza¢niho ¢inidla
(2.19) (roztok 2-bromo-2'-acetonaftonu).

Chromatograficka deska se zahtiva v susarne (3.7) 45 minut pii 80 °C. Po vychladnuti
se deska vyviji v komote (3.2), ktera byla 15 minut (bez vyloZeni filtraénim papirem)
nasycena vyvijecim rozpousStédlem 2.21 (toluen/aceton), dokud ¢elo rozpoustédla
nedosahne vzdalenosti 15 cm (doba vyvijeni je pfiblizné 80 minut).

Deska se vysusi v proudu studené¢ho vzduchu a ziskané skvrny se vyhodnoti pod UV
svétlem (3.3). Pro zesileni fluorescence slabych skvrn mize byt chromatograficka
deska ponotena do tekutého parafinu/n-hexanu (2.22).

KVALITATIVNI STANOVENI
Pro kazdou skvrnu se vypocte hodnota Ry

Hodnoty R a chovani vzorku pod UV svétlem se porovnaji s hodnotami a chovanim
referen¢nich vzork.

Uc¢ini se piedbézné zaveéry o pritomnosti a kvalitativnim stanoveni konzervantu.
Provede se vysokolU¢inna kapalinova chromatografie popsand v oddilu B, nebo
ukazuje-li se, Ze je pritomna kyselina propionova, provede se plynova chromatografie
popsana v oddilu C. Ziskan¢ reten¢ni €asy se porovnaji s reten¢nimi Casy referencnich
vzorku.

Vysledky TLC a HPLC nebo GC se zkombinuji a kone¢ny dikaz konzervanti
vychdzi z kombinace vysledki.

B. KVANTITATIVNI STANOVENi KYSELINY BENZOOVE, KYSELINY
4-HYDROXYBENZOOVE, KYSELINY SORBOVE A KYSELINY SALICYLOVE

2.2
23
24
2.5
2.6
2.7

2.8
2.9
2.10
2.11

PRINCIP

Vzorek se po okyseleni extrahuje smési ethanolu a vody. Po filtraci se konzervanty
stanovi vysokouc¢innou kapalinovou chromatografii (HPLC).

REAKCNI CINIDLA

Vsechna reak¢ni ¢inidla musi byt Cistoty p.a. a musi byt vhodné pro HPLC. Musi byt
pouzita destilovana voda nebo voda alespon ekvivalentni Cistoty.

Ethanol, absolutni

Kyselina 4-hydroxybenzoova
Kyselina salicylova

Kyselina benzoova

Kyselina sorbova

Octan sodny, (CH3;COONa-3H,0)
Kyselina octova, dﬁo =1,05 g/ml
Acetonitril

Kyselina sirova, 2M

Hydroxid draselny, 0,2M vodny roztok
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2.12
2.13

2.14

2.15
2.15.1

2.15.2

2.16

2.17

3.1
3.2

3.3

3.4

3.5
3.6
3.7

4.1
4.1.1

Kyselina 2-methoxybenzoova

Smes ethanol/voda

Devét dilt ethanolu (2.2) se smicha s jednim dilem vody (2:1).
Roztok vnitiniho standardu

Ptipravi se roztok obsahujici 1 g kyseliny 2-methoxybenzoové (2.12) v 500 ml smeési
ethanol/voda (2.13).

Mobilni faze pro HPLC

Acetatovy pufracni roztok: do 1 litru vody se pfida 6,35 g octanu sodného (2.7) a
20,0 ml kyseliny octové (2.8) a smicha se.

Mobilni faze se ptfipravi smichdnim deviti dild acetatového pufracniho roztoku
(2.15.1) a jednoho dilu acetonitrilu (2.9).

Zasobni roztok konzervant

Do odmérné banky na 50 ml se piesné navazi asi 0,05 g kyseliny 4-hydroxybenzoové
(2.3), 0,2 g kyseliny salicylové (2.4), 0,2 g kyseliny benzoové (2.5) a 0,05 g kyseliny
sorbové (2,6) a objem se doplni smési ethanol/voda (2.13). Roztok se uchovava
v lednicce. Roztok je stabilni jeden tyden.

Standardni roztoky konzervantt

Do odmérmych banék na 20 ml se odméii 8,00, 4,00, 2,00, 1,00 a 0,50 ml zasobniho
roztoku (2.16). Do kazdé banky se prida 10,00 ml roztoku vnitiniho standardu (2.14)
a 0,5 ml 2M kyseliny sirové (2.10). Objem se doplni smési ethanol/voda (2.13). Tyto
roztoky musi byt pfipravovany Cerstvé.

PRISTROJE A POMUCKY
Obvyklé laboratorni vybaveni, které neni nijak specifikovano a
Vodni lazen, nastavena na 60 °C

CHROMATOGRAF pro vysokou¢innou kapalinovou chromatografii s UV
detektorem s nastavitelnou vinovou délkou a 10ul nasttikovaci smyckou

Analyticka kolona

Nerezova ocel, délka 12,5 az 25 cm, vnitfni pramér 4,6 mm, plnéna Nucleosilem
5C18 nebo ekvivalentni naplni

Filtracni papir, pramér: 90 mm, Schleicher and Schiill, Weissband No 5892 nebo
ekvivalentni

Erlenmeyerovy banky na 50 ml

Sklenéné vzorkovaci lahvicky na 5 ml

Varné kaminky, karborundum, velikost 2 — 4 mm, nebo ekvivalentni
POSTUP

Ptiprava vzorku

Ptiprava vzorku bez ptridani vnitiniho standardu

Do Erlenmeyerovy baitky na 50 ml (3.5) se navazi 1g vzorku. Do banky
se odpipetuje 1,00 ml 2M kyseliny sirové (2.10) a 40,0 ml smési ethanol/voda (2.13).
Prida se piiblizné 1 g varnych kaminkt (3.7), zkumavka se uzavfe a siln€ se alesponi
jednu minutu protiepava, dokud nevznikne homogenni suspenze. Pro usnadnéni
extrakce konzervantii do ethanolové faze se barika zahiiva presné¢ pét minut na vodni
lazni (3.1) pti 60 °C.

137



4.2

4.2.1

422

Barika se ihned ochladi v proudu studené vody a extrakt se na hodinu ulozi pii 5 °C.

Extrakt se zfiltruje ptes filtracni papir (3.4). Asi 2 ml extraktu se ptrevedou do
vzorkovaci lahvicky (3.6). Extrakt se uchovava pii 5 °C a stanoveni pomoci HPLC se
provede do 24 hodin.

Ptiprava vzorku s pfidanim vnitiniho standardu

Do Erlenmeyerovy baiiky na 50 ml (3.5) se s pfesnosti na tii desetinnd mista navazi
1+0,1 g vzorku (a gramt). Pipetou se piida 1,00 ml 2M kyseliny sirové (2.10) a
30,0 ml smési ethanol/voda (2.13). Pfida se pfiblizn¢ 1 g varnych kaminkd (3.7) a
10,00 ml roztoku vnitinitho standardu. Baika se uzavie a siln¢ se alesponi jednu
minutu protfepava, dokud nevznikne homogenni suspenze. Pro usnadnéni extrakce
konzervanti do ethanolové faze se banka zahifiva piesné pét minut na vodni lazni
(3.1) pti 60 °C.

Zkumavka se ihned ochladi v proudu studené vody a extrakt se ulozi na hodinu pii
5°C.
Extrakt se zfiltruje ptes filtraéni papir (3.4). Asi 2 ml extraktu se prevedou do

vzorkovaci lahvicky (3.6). Extrakt se uchovava pti 5 °C a stanoveni pomoci HPLC se
provede do 24 hodin.

Vysokoucinna kapalinova chromatografie
Mobilni faze: acetonitril/acetatovy pufracni roztok (2.15).

Pratok mobilni faze kolonou se nastavi na 2,0 = 0,5 ml/min. VInova délka detektoru
se nastavi na 240 nm.

Kalibrace

Do kapalinového chromatografu (3.2) se nastiikne po 10 pl standardnich roztoki
konzervantu (2.17). Pro kazdy roztok se ze ziskanych chromatogramu stanovi pomér
vysky piku vySetfovaného konzervantu k vysce piku vnitiniho standardu ziskané¢ho
z chromatogramil. Sestroji se graf zavislosti poméru vySek pikdi na koncentraci
kazdého standardniho roztoku.

Je tfeba se ujistit, ze pfi kalibraci byla pro standardni roztoky ziskana linedrni odezva.
Stanoveni

Do kapalinového chromatografu (3.2) se nastfikne 10 pl extraktu vzorku (4.1.1) a
zaznamend se chromatogram. Nastiikne se 10 pl standardniho roztoku konzervantu
(2.17) a zaznamena se chromatogram. Obdrzené chromatogramy se porovnaji. Neni-li
v chromatogramu extraktu vzorku (4.1.1) Zadny pik s pfiblizné stejnym retencnim
¢asem jako pik kyseliny 2-methoxybenzoové (doporuceny vnitini standard), nasttikne
se do kapalinového chromatografu 10 pul extraktu vzorku s pfidanym vnitinim
standardem (4.1.2) a zaznamena se chromatogram.

Je-1i v chromatogramu extraktu vzorku (4.1.1) rusivy pik se stejnym reten¢nim casem

jako kyselina 2-methoxybenzoova, mél by byt vybran jiny vnitini standard. (Neni-li

jeden z vySetfovanych konzervanti v chromatogramu pfitomen, Ize tento konzervant

pouzit jako vnitini standard.)

Je tieba se ujistit, ze pfi kalibraci byla pro standardni roztoky ziskana linearni odezva.

Je tteba ovéfit, zda chromatogramy ziskané pro standardni roztok a roztok vzorku

spliuji nasledujici pozadavky:

- rozliSeni pikl nejhtife oddéleného paru je alesponi 0,90. (Definice rozliSeni piki je
uvedena na obrazku 12.);

138



#
I
]
i
]
]
I
]
I
[}
I
I
[}
i
I
]
I
1
1
i
1
]
I

i

#
]
#

Y

L

Obrazek 12: Rozliseni pikl

Neni-li pozadovaného rozliSeni dosazeno, m¢la by byt bud’ pouzita G¢innéjsi
kolona nebo by meélo byt sloZzeni mobilni faze upraveno tak, aby byl pozadavek
splnén;

- faktor asymetrie A vSech ziskanych pikii by se m¢l pohybovat od 0,9 do 1,5.
(Definice faktoru asymetriec je uvedena na obrazku 13.) Pfi zaznamenani
chromatogramu za ucelem stanoveni faktoru asymetrie je doporucena rychlost
zaznamenavani 2 cm/min.

Obrazek 13: Faktor asymetrie piku

- Zékladna musi byt stabilni.

VYPOCET

Pro vypocet koncentrace konzervantl v roztoku vzorku se pouziji poméry vysek pikl
vySetfovanych konzervantd a vysky piku kyseliny 2-methoxybenzoové (vnitini
standard) a dale kalibracni graf. Obsah kyseliny benzoové, kyseliny
4-hydroxybenzoové, kyseliny sorbové nebo kyseliny salicylové ve vzorku
v hmotnostnich procentech (x;) se vypoc¢te pomoci vzorce

1002006 _ b
10°@ 5000

x; % (m/m) =

kde
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7.2

a= hmotnost zkuSebniho vzorku (4.1.2) (g),

b= koncentrace konzervantu v extraktu vzorku (4.1.2) (ul/ml) odectena
z kalibra¢niho grafu.
OPAKOVATELNOST®

Pro vyrobky obsahujici asi 0,4 % (m/m) kyseliny 4-hydroxybenzoové nesmi rozdil
mezi vysledky dvou paralelnich stanoveni na stejném vzorku piekrocit absolutni
hodnotu 0,035 %.

Pro vyrobky obsahujici asi 0,5 % (m/m) kyseliny benzoové nesmi rozdil mezi
vysledky dvou paralelnich stanoveni na stejném vzorku piekrocit absolutni hodnotu
0,050 %.

Pro vyrobky obsahujici asi 0,5 % (m/m) kyseliny salicylové nesmi rozdil mezi
vysledky dvou paralelnich stanoveni na stejném vzorku piekrocit absolutni hodnotu
0,045 %.

Pro vyrobky obsahujici asi 0,6 % (m/m) kyseliny sorbové nesmi rozdil mezi vysledky
dvou paralelnich stanoveni na stejném vzorku piekrocit absolutni hodnotu 0,035 %.

POZNAMKY

Vysledky testovani robustnosti metody ukazuji, Ze mnozstvi kyseliny sirové pridané
do extraktu kyselin ze vzorku je rozhodujici a mnozstvi zpracovavaného vzorku by
tedy mélo byt v predepsaném rozmezi.

Je-li to zadouci, 1ze pouzit vhodnou ochrannou kolonu.

C. KVANTITATIVNI STANOVENI KYSELINY PROPIONOVE

1. ROZSAH A OBLAST POUZIT{
Tato metoda je vhodnd pro stanoveni kyseliny propionové v kosmetickych
prostfedcich az do maximalni koncentrace 2 % (m/m).

2. DEFINICE
Koncentrace kyseliny propionové stanovena touto metodou se vyjadii v procentech
hmotnosti (% m/m) prostiedku.

3. PRINCIP
Po extrakci kyseliny propionové z prostiedku se kvantitativni stanoveni provede
plynovou chromatografii za pouziti kyseliny 2-methylpropionové jako vnitiniho
standardu.

4. REAKCNI CINIDLA
Vsechna reak¢ni ¢inidla musi byt Cistoty p.a; musi byt pouzita destilovand voda nebo
voda alespon ekvivalentni Cistoty.

4.1 Ethanol, 96% (V/V)

4.2 Kyselina propionova

4.3 Kyselina 2-methylpropionova

4.4 Kyselina trihydrogenfosfore¢na, 10% (m/V)

* Viz CSN 18O 5725
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4.5

4.6

5.1
52
53
54
5.5

6.1
6.1.1

6.2

Roztok kyseliny propionové

Do odmérné banky na 50 ml se pfesné navazi 1,00 g (p gramu) kyseliny propionové a
doplni se na objem ethanolem (4.1).

Roztok vnitiniho standardu

Do odmérné banky na 50ml se piesné¢ navazi 1,00 g (e graml) Kkyseliny
2-methylpropionové a doplni se na objem ethanolem (4.1).

PRISTROJE A POMUCKY

Obvykl¢ laboratorni vybaveni, a

Plynovy chromatograf s plamenovym ionizacnim detektorem

Sklenéna zkumavka (20 x 150 mm) se Sroubovacim uzavérem

Vodni lazein nastavena na 60 °C

Sklenéna injekeni sttikacka na 10 ml s filtraéni membranou (primér pord 0,45 pm)
POSTUP

Priprava vzorku

Ptiprava vzorku bez vnitiniho standardu

Do sklenéné zkumavky (5.3) se navazi ptiblizn€ 1 g vzorku. Ptida se 0,5 ml kyseliny
trihydrogenfosforecné (4.4) a 9,5 ml ethanolu (4.1).

Zkumavka se uzavie a siln¢ protiepe. Je-li to nezbytné, umisti se zkumavka na pét
minut na vodni lazen zahiatou na 60 °C (5.4), aby se zcela rozpustila tukova faze.
Zkumavka se rychle zchladi pod tekouci vodou. Cast roztoku se zfiltruje pies
membranovy filtr (5.5). Chromatografie filtratu se provede tentyz den.

Ptiprava vzorku s vnitfnim standardem

Do sklenéné zkumavky (5.3) se s piesnosti na 3 desetinna mista navazi 1+£0,1 g
vzorku. Piida se 0,5 ml kyseliny trihydrogenfosforecné (4.4), 0,50 ml roztoku
vnitiniho standardu a 9 ml ethanolu (4.1).

Zkumavka se uzavfe a siln¢ protiepe. Je-li to nezbytné, umisti se zkumavka na pét
minut na vodni lazen zahiatou na 60 °C (5.4), aby se zcela rozpustila tukova faze.
Zkumavka se rychle zchladi pod tekouci vodou. Cast roztoku se zfiltruje pies
membranovy filtr (5.5). Chromatografie filtratu se provede tentyz den.

Podminky pro plynovou chromatografii

Doporucuji se nasledujici provozni podminky

Kolona

Typ nerezova ocel

Délka 2m

Pramér 3 mm

Napln 10% SP™ 1000 (nebo ekvivalentni)+ 1% H;PO, na

Chromosorbu WAW 100 — 120 mesh

Teplota

Nastiik 200 °C

Kolona 120 °C

Detektor 200 °C

Nosny plyn dusik

Prutokova rychlost 25 ml/min
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6.3 Chromatografie
6.3.1 Kalibrace
Do tady odmérnych ban¢k na 20 ml se odpipetuje 0,25, 0,50, 1,00, 2,00 a 4,00 ml
roztoku kyseliny propionové (4.5). Do kazdé odmérné banky se odpipetuje 1,00 ml
roztoku vnitiniho standardniho (4.6); doplni se na objem ethanolem a zamicha. Takto
pfipravené roztoky obsahuji kyselinu 2-methylpropionovou jako vnitini standard
v koncentraci e mg/ml (to znamena 1 mg/ml, je-li e=1,000) a kyselinu propionovou
v koncentraci p/4, p/2, p, 2p, 4p mg/ml (to znamena 0,25, 0,50, 1,00, 2,00,
4,00 mg/ml, je-li p = 1,000).
Nastrikne se 1 pl téchto roztokd a kalibracni kiivka se sestroji vynesenim poméru
hmotnosti kyseliny propionové a kyseliny 2-methylpropionové na osux a poméru
odpovidajicich ploch piki na osu y.
Nasttiknou se 3 davky z kazdého roztoku a vypocte se praimér pomért ploch piku.
6.3.2 Kvantitativni stanoveni
Nastiikne se 1 pl filtratu vzorku 6.1.1. Chromatogram se porovnd s chromatogramem
jednoho ze standardnich roztokl (6.3.1). Ma-li pik pfiblizn¢ stejny retencni Cas jako
pik kyseliny 2-methylpropionové, zméni se vnitini standard. Neni-li pozorovan zadny
rusivy vliv, nastfikne se 1 ul filtratu vzorku 6.1.2 a zméfi se plochy piku kyseliny
propionové a piku vnitiniho standardu.
Nastriknou se 3 davky z kazdého roztoku a vypocte se praimér pomért ploch piku.
7. VYPOCTY
7.1 Z kalibrac¢ni kiivky sestrojené podle bodu 6.3.1 se odeCte pomér hmotnosti (K), ktery
odpovida poméru ploch pikil vypoétenému v bodé 6.3.2.
7.2 Z takto ziskaného pomé&ru hmotnosti se vypocte obsah kyseliny propionové ve vzorku
(x) v hmotnostnich procentech pomoci vzorce
0,5000L¢ e
x% (m/m)y= K—=K—
5004 a
kde
K= pomér vypoéteny v bod¢ 7.1,
e= hmotnost vnitiniho standardu v gramech podle bodu 4.6,
a= hmotnost vzorku v gramech podle bodu 6.1.2.
Vysledky se zaokrouhli na jedno desetinné misto.
8. OPAKOVATELNOST®
Pro vyrobky obsahujici asi 2 % (m/m) kyseliny propionové nesmi rozdil mezi
vysledky dvou paralelnich stanoveni na stejném vzorku piekrocit absolutni hodnotu
0,12 %.
* Viz CSN IS0 5725.
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3.1
32
3.3
3.4

3.5

3.6
3.7
3.8
3.9
3.10
3.11

3.11.1

3.11.2

3.11.3

3.11.4

KVALITATIVNI A KVANTITATIVNI STANOVENi HYDROCHINONU,
HYDROCHINON-MONOMETHYLETHERU,
HYDROCHINON-MONOETHYLETHERU
A HYDROCHINON-MONOBENZYLETHERU
V KOSMETICKYCH PROSTREDCIiCH

(Smérnice komise 95/32/EHS z 7. Cervence 1995)

KVALITATIVNI STANOVENI
ROZSAH A OBLAST POUZITI

V metod¢ je popsana detekce a kvalitativni stanoveni hydrochinonu, hydrochinon-
monomethyletheru, hydrochinon-monoethyletheru a hydrochinon-monobenzyletheru
(monobenzonu) v kosmetickych prostfedcich pro zesvétleni kiize.

PRINCIP

Kvalitativni stanoveni hydrochinonu a jeho etherti se provede chromatografii na tenké
vrstvé (TLC).

REAKCNI CINIDLA

Vsechna reakéni ¢inidla musi byt Cistoty p.a.
Ethanol, 96% (V/V)

Chloroform

Diethylether

Vyvijeci rozpoustédlo:
Chloroform/diethylether, 66:33 (V/V)
Amoniak, 25% (m/m) (d3° = 0,91 g/ml)
Kyselina askorbova

Hydrochinon

Hydrochinon-monomethylether
Hydrochinon-monoethylether
Hydrochinon-monobenzylether (monobenzon)
Referencni roztoky

Nasledujici referencni roztoky se pfipravuji Cerstvé a jsou stabilni jeden den.

Do délené zkumavky na 10 ml se navazi 0,05 g hydrochinonu (3.7). Ptida se 0,250 g
kyseliny askorbové (3.6) a 5 ml ethanolu (3.1). Pfidava se amoniak (3.5), dokud neni
dosazeno pH 10, a doplni se ethanolem na objem 10 ml (3.1).

Do dé€lené zkumavky na 10 ml se navazi 0,05 g hydrochinon-monomethyletheru (3.8).
Prida se 0,250 g kyseliny askorbové (3.6) a 5 ml ethanolu (3.1). Pfidava se amoniak
(3.5), dokud neni dosazeno pH 10, a doplni se ethanolem na objem 10 ml (3.1).

Do délené zkumavky na 10 ml se navazi 0,05 g hydrochinon-monoethyletheru (3.9).
Prida se 0,250 g kyseliny askorbové (3.6) a 5 ml ethanolu (3.1). Pfidava se amoniak
(3.5), dokud neni dosazeno pH 10, a doplni se ethanolem na objem 10 ml (3.1).

Do délené zkumavky na 10 ml se navazi 0,05 g hydrochinon- monobenzyletheru
(3.10). Prida se 0,250 g kyseliny askorbové (3.6) a 5 ml ethanolu (3.1). Pridava se
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3.12
3.13
3.14
3.15
3.16
3.16.1

3.16.2
3.16.3

4.1
4.2

43
4.4
45

5.1

52
5.2.1
522

523
53

5.3.1
532

amoniak (3.5), dokud neni dosazeno pH 10, a doplni se ethanolem na objem 10 ml
(3.1).

Dusi¢nan stfibrny

Kyselina 12-molybdofosfore¢na

Kyanozelezitan draselny hexahydrat

Chlorid Zelezity hexahydrat

Detekéni ¢inidla

Do 5% vodného roztoku (m/V) dusi¢nanu stiibrného (3.12) se ptidava amoniak (3.5),

dokud se tvorici se srazenina opé€t nerozpusti.

Upozornéni: Pii del$im stani se v roztoku tvori vybusné slouceniny a mél by byt po
pouziti zlikvidovan.

10% (m/V) roztok kyseliny 12-molybdofosfore¢né (3.13) v ethanolu (3.1).

Ptipravi se 1 % (m/V) vodny roztok kyanozelezitanu draselného (3.14) a 2% (m/V)
vodny roztoku chloridu Zelezitého (3.15). Tésn¢ pied pouzitim se smichaji stejné dily
obou roztokd.

PRISTROJE A POMUCKY
Obvyklé laboratorni vybaveni, a
Obvyklé¢ vybaveni pro chromatografii na tenké vrstvé

Hotové TLC desky: silikagel GHR/UV,s4; 20 x 20 cm (Machery, Nagel nebo
ekvivalentni). Tloustka vrstvy 0,25 mm.

Ultrazvukova lazen
Odstredivka

UV lampa, 254 nm
POSTUP
Priprava vzorku

Do délené zkumavky na 10 ml se navazi 3,0 g vzorku. Ptida se 0,250 g kyseliny
askorbové (3.6) a 5 ml ethanolu (3.1). pH roztoku se upravi amoniakem (3.5) na 10.
Objem se doplni ethanolem (3.1) na 10 ml. Zkumavka se uzavie ziatkou a
homogenizuje se 10 minut v ultrazvukové lazni. Zfiltruje se pres filtracni papir nebo
se odstiedi pti 3 000 ot./min.

Chromatografie na tenké vrstvé (TLC)
Chromatograficka komora se nasyti vyvijecim rozpoustédlem (3.4).

Na desku se nanese po 2 ul referencnich roztokt (3.11) a 2 pl roztoku vzorku (5.1).
Vyviji se ve tm¢ pii teploté okoli, dokud celo rozpoustédla nedosdhne vzdalenosti
15 cm od startu.

Deska se vyjme, necha se vyschnout pfi pokojové teplote.

Detekce

Deska se pozoruje pod UV svétem pii 254 nm a poloha skvrn se oznaci.
Deska se postiika

- dusi¢nanem stfibrnym (3.16.1), nebo

- kyselinou 12-molybdofosforecnou (3.16.2); zahteje se na asi 120 °C; nebo
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3.2
33
3.4
3.5
3.6
3.7
3.8
3.9

- roztokem kyanoZelezitanu draselného a roztokem chloridu Zelezitého (3.16.3).
KVALITATIVNI STANOVEN(
Odecte se hodnota Ry kazdé skvrny.

Skvrny ziskané pro roztok vzorku se porovnaji se skvrnami ziskanymi pro referenéni
roztoky, pokud jde o jejich hodnoty Ry, barvu skvrn v UV svétle a barvu skvrn po
zviditelnéni detek¢nim Cinidlem.

Provede se vysokou¢inna kapalinova chromatografie popsana v nasledujicim oddilu
(B) a porovnaji se retencni ¢asy ziskané pro pik (piky) vzorku s reten¢nimi Casy piki
referen¢nich roztok.

Vysledky z TLC a HPLC se zkombinuji s cilem dokazat ptitomnost hydrochinonu
a/nebo jeho etherd.

POZNAMKY
Za uvedenych podminek byly pozorovany nasledujici hodnoty R¢:
hydrochinon: 0,32

hydrochinon-monomethylether: 0,53
hydrochinon-monoethylether: 0,55
hydrochinon-monobenzylether: 0,58

KVANTITATIVNI STANOVENI
ROZSAH A OBLAST POUZITI

V metod¢ je specifikovan postup pro stanoveni hydrochinonu, hydrochinon-
monomethyletheru, hydrochinon-monoethyletheru a hydrochinon-monobenzyletheru
v kosmetickych prosttedcich pro zesvétleni pleti.

PRINCIP

Vzorek je extrahovan smési voda/methanol za mirného zahtati, kterym se rozpusti
tukovy material. Kvantitativni stanoveni analytti ve vysledném roztoku se provede
kapalinovou chromatografii s obracenou fazi s UV detekci.

REAKCNI CINIDLA

Vsechna reakeni Cinidla musi byt Cistoty p.a. Musi byt pouzita destilovana voda nebo
voda alesponi ekvivalentni Cistoty.

Methanol

Hydrochinon

Hydrochinon-monomethylether

Hydrochinon-monoethylether

Hydrochinon-monobenzylether (monobenzon)

Tetrahydrofuran, Cistoty pro HPLC

Smés voda/methanol 1:1 (V/V). Smicha se jeden dil vody a jeden dil methanolu (3.2).

Mobilni faze: smés tetrahydrofuran/voda 45:55 (V/V). Smicha se 45 dila
tetrahydrofuranu (3.7) a 55 dili vody.
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3.10

4.1
4.2

43

4.4

52
5.2.1

522

523

Referencni roztok

Do odmérné banky na 50ml se navazi 0,06 g hydrochinonu (3.3), 0,08 g
hydrochinon-monomethyletheru (3.4), 0,10 g hydrochinon-monoethyletheru (3.5) a
0,12 g hydrochinon-monobenzyletheru (3.6). Rozpusti se a doplni se na objem
methanolem (3.2). Referencni roztok se ptipravi ziedénim 10,00 ml tohoto roztoku na
50,00 ml smési voda/methanol (3.8). Tyto roztoky se ptipravuji Cerstvé.

PRISTROJE A POMUCKY
Obvyklé laboratorni vybaveni, a
Vodni lazen nastavitelna na teplotu 60 °C

Chromatograf pro vysokoucinnou kapalinovou chromatografii s UV detektorem
s nastavitelnou vinovou délkou a 10ul nasttikovaci smyckou

Analyticka kolona:

Chromatograficka kolona z nerezové oceli, délka 250 mm, vnitini primér 4,6 mm,
plnénd Zorbax fenylem (chemicky vazanym fenethylsilanem na Zorbaxu SIL,
uzaviend trimethylchlorsilanem), velikost ¢astic 6 um, nebo ekvivalentni néplni.
Nepouziva se ochrannd kolona, svyjimkou fenylové kolony nebo kolony
s ekvivalentni néplni.

Filtra¢ni papir, primér 90 mm, Schleicher and Schiill, Weissband No 5892 nebo
ekvivalentni

POSTUP
Priprava vzorku

Do odmérné banky na 50 ml se s piesnosti na tfi desetinna mista navazi 1+0,1 g
(a gramt) vzorku. Vzorek se rozptyli ve 25 ml smési voda/methanol (3.8). Barka se
uzavie a siln€ se protfepe, dokud se nevytvoii homogenni suspenze. Protfepava se
alespont 1 minutu. Banka se umisti do vodni 1azné (4.1) nastavené na 60 °C, aby se
usnadnila extrakce. Baiika se ochladi a doplni se na objem smési voda/methanol (3.8).
Extrakt se zfiltruje ptes filtracni papir (4.4). Kvalitativni stanoveni HPLC se provede
do 24 hodin od pfipravy extraktu.

Vysokoucinna kapalinova chromatografie

Pratokova rychlost mobilni faze (3.9) se upravi na 1,0 ml/min a vlnova délka
detektoru se nastavi na 295 nm.

Nastiikne se 10 pl roztoku vzorku ziskaného podle bodu 5.1 a zaznamend se
chromatogram. Zméfi se plochy pikl. Provede se kalibrace podle bodu 5.2.3.
Porovnaji se chromatogramy ziskané pro vzorek a referencni roztoky. Pro vypocet
koncentrace analytu v roztoku vzorku se pouziji plochy piki a faktory odezvy (RF)
vypoctené podle 5.2.3.

Kalibrace

Nastiikne se 10 pl referenéniho roztoku (3.10) a zaznameni se chromatogram.
Nasttik se provede nékolikrat, dokud neni plocha piku konstantni.

Stanovi se faktor odezvy RF;:

kde
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plocha piku pro hydrochinon, hydrochinon-monomethylether, hydrochinon-
monoethylether nebo hydrochinon- monobenzylether

koncentrace hydrochinonu, hydrochinon-monomethyletheru, hydrochinon-
monoethyletheru nebo hydrochinon- monobenzyletheru v referen¢nim roztoku

(3.10) (g/50 ml).
Je tfeba ovéfit, zda chromatogramy ziskané pro standardni roztok a roztok vzorku

pi=

Ci—

splnuji nasledujici pozadavky:
rozliSeni pikti nejhtire oddéleného paru je alespon 0,90. (Definice rozliSeni pika je

uvedena na obrazku 14.);

e ——

Obrazek 14: Rozliseni piki

Neni-li pozadovaného rozliSeni dosazeno, m¢la by byt bud’ pouzita G¢inngjsi

kolona nebo by meélo byt sloZzeni mobilni faze upraveno tak, aby byl pozadavek

splnén;

faktor asymetrie A vSech ziskanych piki by se mél pohybovat od 0,9 do 1,5.
(Definice faktoru asymetrie je uvedena na obrazku 15.) Pii zaznamenani

chromatogramu za ucelem stanoveni faktoru asymetrie je doporucena rychlost

zaznamenavani 2 cm/min.

Obrazek 15: Faktor asymetrie piku

- Zakladna musi byt stabilni.
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7.2

7.3

7.4

8.2

8.3

8.4

VYPOCET

Pro vypocet koncentrace analytu (koncentraci analytil) ve vzorku se pouziji plochy
pikt analytd. Koncentrace analytu ve vzorku vyjadfena v hmotnostnich procentech
(x;) se vypocte pomoci vzorce

b, (100
RE @

1

X % (m/m) =

kde

a= hmotnost vzorku v gramech,
b;=  plocha piku analytu i ve vzorku.
OPAKOVATELNOST®

Pro vyrobky obsahujici asi 2 % (m/m) hydrochinonu nesmi rozdil mezi vysledky
dvou paralelnich stanoveni na stejném vzorku piekrocit absolutni hodnotu 0,13 %.

Pro vyrobky obsahujici asi 1 % (m/m) hydrochinon-monomethyletheru nesmi rozdil
mezi vysledky dvou paralelnich stanoveni na stejném vzorku piekrocit absolutni
hodnotu 0,1%.

Pro vyrobky obsahujici asi 1 % (m/m) hydrochinon-monoethyletheru nesmi rozdil
mezi vysledky dvou paralelnich stanoveni na stejném vzorku piekrocit absolutni
hodnotu 0,11%.

Pro vyrobky obsahujici asi 1 % (m/m) hydrochinon-monobenzyletheru nesmi rozdil
mezi vysledky dvou paralelnich stanoveni na stejném vzorku piekrocit absolutni
hodnotu 0,11%.

REPRODUKOVATELNOST®

Pro vyrobky obsahujici asi 2 % (m/m) hydrochinonu nesmi absolutni hodnota
rozdilu mezi vysledky dvou paralelnich stanoveni na stejném vzorku, provedenych
stejnou metodou za riznych podminek (rizné laboratofe, riizni experimentatofi, rizné
ptistroje a/nebo rtizna doba), prekrocit absolutni hodnotu 0,37 %.

Pro vyrobky obsahujici asi 1% (m/m) hydrochinon-monomethyletheru nesmi
absolutni hodnota rozdilu mezi vysledky dvou paralelnich stanoveni na stejném
vzorku, provedenych stejnou metodou za riznych podminek (rtizné laboratote, rtizni
experimentatofi, rizné piistroje a/nebo rizna doba), piekrocit absolutni hodnotu
0,21 %.

Pro vyrobky obsahujici asi 1% (m/m) hydrochinon-monoethyletheru nesmi
absolutni hodnota rozdilu mezi vysledky dvou paralelnich stanoveni na stejném
vzorku, provedenych stejnou metodou za ruznych podminek (rtizné laboratofe, riizni
experimentatofi, rizné pfistroje a/nebo ruzna doba), prekrocit absolutni hodnotu
0,19%.

Pro vyrobky obsahujici asi 1% (m/m) hydrochinon-monobenzyletheru nesmi
absolutni hodnota rozdilu mezi vysledky dvou paralelnich stanoveni na stejném
vzorku, provedenych stejnou metodou za riznych podminek (rtizné laboratote, rtizni
experimentatofi, rizné piistroje a/nebo rizna doba), piekrocit absolutni hodnotu
0,11%.

3 Viz CSN 1SO 5725
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9. POZNAMKY

9.1 Je-1i zjistén obsah hydrochinonu vyrazné vyssi nez 2 % a je pozadovan piesny odhad
obsahu, mél by se extrakt vzorku (5.1) zfedit na podobnou koncentraci, kterou by mél
vzorek obsahujici 2 % hydrochinonu, a stanoveni se opakuje.

(U nékterych piistroji mize pii vysokych koncentracich hydrochinonu leZet hodnota
absorbance mimo linearni rozsah detektoru.)

9.2 Rusivé vlivy

Vyse popsana metoda umozituje stanoveni hydrochinonu a jeho etherd v jednom
izokratickém pribc¢hu. Pouziti fenylové kolony zajisti dostateCnou retenci
hydrochinonu, kterou nelze zajistit pti pouziti kolony C18 s uvedenou mobilni fazi.

U této metody vSak snadno dochazi k rusivému vlivu celé fady parabent. V takovém
pfipadé by stanoveni mélo byt zopakovano s jinym systémem mobilni
faze/stacionarni faze. Vhodné metody lze najit v odkazech 7 a @

Kolona: Zorbax ODS, 4,6 mm x 25 mm nebo ekvivalentni:
teplota: 36 °C
pratok: 1,5 ml/min
mobilni faze:
pro hydrochinon: methanol/voda 5/95 (V/V)
pro hydrochinon-monomethylether: methanol/voda 30/70 (V/V)
pro hydrochinon-monobenzylether: methanol/voda 80/20(V/V) ®
Kolona: Spherisorb S5-ODS nebo ekvivalentni:
mobilni faze: voda/methanol 90/10 (V/V)
pratok: 1,5 ml/min

Tyto podminky jsou vhodné pro hydrochinon.”’

KVALITATIVNI A KVANTITATIVNI STANOVENI 2-FENOXYETHANOLU,
1-FENOXYPROPAN-2-OLU, METHYL-, ETHYL-, PROPYL-, BUTYL- A
BENZYL-4-HYDROXYBENZOATU V KOSMETICKYCH PROSTREDCICH

(Smérnice komise 96/45/EHS z 2. ¢ervence 1996)

A. KVALITATIVNI STANOVENI
1. ROZSAH A OBLAST POUZITI

V této metod¢ je specifikovan postup chromatografie na tenké vrstvé, ktery v
kombinaci s metodou kvantitativniho stanoveni, popsanou v oddilu B, umozni
identifikaci 2-fenoxyethanolu, 1-fenoxypropan-2-olu, methyl-4-hydroxybenzoatu,

¥ M. Herpol-Borremans et M.-O. Masse, Identification et dosage de I'hydroquinone et de ses éthers
méthylique et benzylique dans les produits cosmétiques pour blanchir la peau. Int.J.Cosmet.Sci.
8-203-214 (1986).

? J. Firth and I. Rix, Determination of hydroquinone in skin toning creams, Analyst (1986), 111, p.129.
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32
3.3
3.4
3.5
3.6
3.7
3.8
3.9
3.10

3.11
3.12
3.13
3.14
3.15
3.16
3.17
3.18

3.19

4.1

ethyl-4-hydroxybenzoatu, propyl-4-hydroxybenzoatu, butyl-4-hydroxybenzoatu a
benzyl-4-hydroxybenzoatu v kosmetickych prostredcich.

PRINCIP

Konzervaéni prisady se extrahuji z okyselenych vzorki kosmetickych prostredkt
acetonem. Po filtraci se acetonovy roztok smicha s vodou a mastné kyseliny se v
alkalickém prostfedi vysrdzeji jako vapenaté soli. Alkalickd smés aceton/voda je
extrahovana diethyletherem, ¢imz se odstrani lipofilni latky. Po okyseleni se
konzervaéni ptisady extrahuji diethyletherem. Alikvotni ¢ast diethyletherového
extraktu se nanese na desku pokrytou tenkou vrstvou silikagelu. Po vyvijeni se
ziskany chromatogram pozoruje v UV svétle a zviditelni se za pouziti Millonova
¢inidla.

REAKCNI CINIDLA

Vseobecné

Vsechna pouzita reakéni ¢inidla musi byt Cistoty p.a. Musi byt pouzita destilovana
voda nebo voda alespon stejné Cistoty.

Aceton

Diethylether

n-Pentan

Methanol

Kyselina octova, ledova

Roztok kyseliny chlorovodikové, 4M
Roztok hydroxidu draselné¢ho, 4M

Chlorid vapenaty dihydrat (CaCl,2H,0)
Detekeni ¢inidlo: Millonovo ¢inidlo
Millonovo ¢inidlo (dusi¢nan rtutnaty) je komeréné dostupny roztok (Fluka 69820).
2-Fenoxyethanol

1-Fenoxy-propan-2-ol
Methyl-4-hydroxybenzoat (methylparaben)
Ethyl-4-hydroxybenzoat (ethylparaben)
n-Propyl-4-hydroxybenzoat (propylparaben)
n-Butyl-4-hydroxybenzoat (butylparaben)
Benzyl-4-hydroxybenzoat (benzylparaben)
Referencni roztoky

Pripravi se 0,1% (m/V) roztoky kazdé z referencnich latek 3.11, 3.12, 3.13, 3.14,
3.15, 3.16 a 3.17 v methanolu.

Vyvijeci rozpoustédlo

Smicha se 88 dili n-pentanu (3.4) s 12 dily ledové kyseliny octové (3.6).
PRISTROJE A POMUCKY

Bézné laboratorni vybaveni a

Vodni lazen nastavitelna na teplotu 60 °C
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4.8
4.9

52

Vyvijeci komora (nevylozena filtraénim papirem)
Zdroj ultrafialového svétla, 254 nm

Hotové desky 20 cm x 20 cm se sorb¢ni vrstvou: silikagel 60F,s, (fluorescencni
indikator), tloustka vrstvy: 0,25 mm, s koncentra¢ni zoénou 25 x 200 mm (Merck No
11798, Darmstadt, nebo ekvivalentni)

Susarna nastavitelna na teplotu az do 105 °C

Horkovzdusny fén

Vinény malifsky valeCek o délce priblizn¢ 10 cm, vnéjsi primér pfiblizné 3,5 cm.
VInéna vrstva by méla byt 2 az 3 mm silna. Podle potteby se vlna zastiihne.

Viz poznamka v bod¢ 5.2.

Erlenmeyerovy banky na 50 a 200 ml, se zabrusovou zatkou

Elektricka topna deska s termostatem. Nastaveni teploty: asi 80 °C. Topna deska se
pokryje hlinikovou deskou o velikosti 20 cm x 20 cm a tlouStce asi 6 mm, ¢imz se
dosahne rovnomérného rozlozeni tepla.

POSTUP
Ptiprava vzorku

Do Erlenmeyerovy banky na 50 ml se zabrusovou zatkou (4.8.) se odvazi priblizné
1 g vzorku. Ptidaji se Ctyfi kapky roztoku kyseliny chlorovodikové (3.7) a 40 ml
acetonu.

V piipadé siln¢ zasaditych kosmetickych ptipravki, jako je toaletni mydlo, se ptrida
20 kapek roztoku kyseliny chlorovodikové. Banka se uzavie, smés se zlehka zahteje
na asi 60 °C, aby se usnadnila extrakce konzervacnich latek do acetonové faze, a
1 minutu se silng tiepe.

Indikatorovym papirkem se zméfi pH roztoku a upravi se na hodnotu <3 roztokem
kyseliny chlorovodikové. Znovu se 1 minutu siln¢ tfepe.

Roztok se ochladi na pokojovou teplotu a zfiltruje se pres filtracni papir do
Erlenmeyerovy banky. 20 ml filtratu se pfevede do Erlenmeyerovy barniky na 200 ml,
prida se 60 ml vody a promichd. Hodnota pH smési se upravi hydroxidem draselnym
(3.8.) ptiblizn¢€ na 10 za pouziti indikatorového papirku.

Ptida se 1 g chloridu vapenatého dihydratu (3.9) a silné se protiepe.

Roztok se zfiltruje pies filtraéni papir do délici ndlevky na 250 ml, ktera obsahuje
75 ml diethyletheru, a siln¢ se jednu minutu protiepava. Faze se nechaji odd¢lit a
vodna faze se vypusti do Erlenmeyerovy banky na 200 ml. Hodnota pH roztoku se
upravi roztokem kyseliny chlorovodikové na ptiblizn€ 2 za pouziti indikatorového
papirku. Poté se ptida 10 ml diethyletheru a siln€ se jednu minutu protiepava. Faze se
nechaji oddélit a asi 2 ml faze diethyletheru se prevede do vzorkovaci lahvicky na
5 ml

Chromatografie na tenké vrstvé (TLC)

TLC deska se umisti na zahtatou hlinikovou desku (4.9.) Na startovni linii
koncentracni zény TLC desky se nanese 10 pl kazdého z referencnich roztokid a
100 pl roztoku vzorku (vzorki) (5.1).

Podle potieby lze podpoftit odpareni rozpoustédla proudem vzduchu. TLC deska se
odstrani z topné desky a neché se vychladnout na pokojovou teplotu. Vyvijeci komora
(4.2) se naplni 100 ml vyvijeciho rozpoustédla (3.19).
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7.2

7.3

TLC deska se ihned vlozi do nenasycené komory a vyviji se pii pokojové teploté,
dokud c¢elo rozpoustédla nepostoupi asi 15 cm od zakladni linie. Deska se z vyvijeci
komory vyjme a vysusi v proudu horkého vzduchu pomoci horkovzdusného fénu.

Deska se prohlédne v UV svétle (4.3) a pozice skvrn se vyznaci. Deska se zahiiva
30 minut v susarn¢ (4.5) pti 100 °C, aby se odstranila nadbyte¢na kyselina octova.
Konzervaéni piisady v chromatogramu se zviditelni Millonovym ¢inidlem (3.10) tak,
ze valeCkem (4.7) namoCenym do ¢inidla se TLC deska pfejede tak, aby byla
rovnomérné€ navlhéena.

Poznamka: Skvmy lze rovnéz zviditelnit opatrnym nanesenim kapky Millonova
¢inidla na kazdou skvrnu oznacenou pod UV svétlem.

Estery kyseliny 4-hydroxybenzoové se projevi jako Cervené skvrny, 2-fenoxyethanol
a l-fenoxypropan-2-ol jako zluté skviny. Je vsak tfeba davat pozor na to, ze kyselina
4-hydroxybenzoova, kterd muize byt pfitomna ve vzorcich jako konzervacni latka
nebo produkt rozkladu parabenii, se sama o sob¢ projevi jako ¢ervena skvrna. Viz 7.3
a’7.4.

KVALITATIVNI STANOVEN{

Pro kazdou skvrnu se odeCte hodnota Ry Skvrny ziskané z roztoku vzorku se
porovnaji se skvrnami ziskanymi z referen¢nich roztoku, pokud jde o jejich hodnoty
Ry, jejich chovani v UV svétle a barvu po zviditelnéni. Ucini se predbézné zavery o
identité konzervant.

Pokud se zda, ze jsou pfitomny parabeny, provede se analyza vysokotU¢innou
kapalinovou chromatografii (HPLC) popsanou v oddilu B. Vysledky chromatografie
na tenké vrstvé (TLC) a vysokoucinné kapalinové chromatografie (HPLC) se
zkombinuji, aby se potvrdila pfitomnost 2-fenoxyethanolu, 1-fenoxypropan-2-olu a
parabenti.

POZNAMKY

Vzhledem k toxicité Millonova cinidla je nejvhodnéjsi aplikovat toto ¢inidlo jednim
z popsanych zptsobt. Postiik se nedoporucuje.

Jiné slouCeniny obsahujici hydroxylové skupiny mohou rovnéz pii reakci
s Millonovym ¢inidlem davat zbarveni. Tabulka barev a hodnot R; ziskanych pro fadu
konzervant pouzitim chromatografie na tenké vrstvé je uvedena v praci N. de Kruijf,
M.A.H. Rijk, L.A. Pranato-Soectardhi a A. Schouten (1987): Determination of
preservatives in cosmetic products I: Thin-layer chromatographic procedure for the
identification of preservatives in cosmetic products (J. Chromatography 410,
395-411).

Hodnoty Ry uvedené v nasledujici tabulce slouzi jako ukazatele hodnot, které lze
ziskat:

Sloucenina hR¢ Barva
Kyselina 4-hydroxybenzoova 11 Cervena
Methylparaben 12 dervend
Ethylparaben 17 cervena
Propylparaben 21 dervend
Butylparaben 26 Cervena
Benzylparaben 16 Cervena
2-fenoxyethanol 29 zluta
1-fenoxypropan-2-ol 50 zluta
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7.4

4.2
43
4.4
4.5
4.6
4.7
4.8
4.9
4.10
4.11
4.12
4.13
4.14
4.15

V ptipadé kyseliny 4-hydroxybenzoové a methylparabenu a ani v pripadé
benzylparabenu a ethylparabenu nedochézi k odd¢leni. Kvalitativni stanoveni téchto
sloucenin by mélo byt potvrzeno metodou HPLC popsanou v oddilu B a porovnanim
retenénich Cast vzorku s reten¢nimi ¢asy standardd.

KVANTITATIVNI STANOVENI
ROZSAH A OBLAST POUZITI

V této metod¢ je specifikovan postup pro stanoveni 2-fenoxyethanolu,
1-fenoxypropan-2-olu, methyl-4-hydroxybenzoatu, ethyl-4-hydroxybenzoatu,
propyl-4-hydroxybenzoatu, butyl-4-hydroxybenzoatu a benzyl-4-hydroxybenzoatu v
kosmetickych prostiedcich.

DEFINICE

Mnozstvi konzervacnich piisad stanovena touto metodou se vyjadii v hmotnostnich
procentech.

PRINCIP

Vzorek se okyseli pridanim kyseliny sirové a poté se suspenduje ve smési ethanolu a
vody. Smés se opatrn¢ zahieje do rozpusténi tukové faze, aby se zajistila kvantitativni
extrakce, a poté se zfiltruje.

Konzervaéni latky ve filtratu se stanovi vysokoucinnou kapalinovou chromatografii
(HPLC) s obracenou fazi za pouziti isopropyl-4-hydroxybenzoatu jako vnitiniho
standardu.

REAKCNI CINIDLA
Vseobecné

Vsechna reak¢ni ¢inidla musi byt Cistoty p.a. a podle potieby musi byt vhodné pro
HPLC. Musi byt pouzita destilovana voda nebo voda alespon stejné Cistoty.

Ethanol, absolutni

2-Fenoxyethanol

1-Fenoxypropan-2-ol
Methyl-4-hydroxybenzoat (methylparaben)
Ethyl-4-hydroxybenzoat (ethylparaben)
n-Propyl-4-hydroxybenzoat (propylparaben)
Isopropyl-4-hydroxybenzoat (isopropylparaben)
n-Butyl-4-hydroxybenzoat (butylparaben)
Benzyl-4-hydroxybenzoat (benzylparaben)
Tetrahydrofuran

Methanol

Acetonitril

Roztok kyseliny sirové, 2M

Smés ethanol/voda

Smicha se devét dili ethanolu (4.2) a jeden dil vody.
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4.16

4.17

4.18

4.19

5.1
52
53

54
5.5

6.1
6.1.1

Roztok vnitiniho standardu

Presn¢ se navazi priblizn¢ 0,25 g isopropylparabenu (4.8), pfevede se do odmérné
baniky na 500 ml, rozpusti se a doplni se na objem smési ethanol/voda (4.15).

Mobilni faze: smés tetrahydrofuran/voda/methanol/acetonitril

Smicha se 5 dili tetrahydrofuranu, 60 dili vody, 10 dild methanolu a 25 dild
acetonitrilu.

Zasobni roztok konzervacnich ptisad

Do odmérné baiky na 100 ml se pfesn¢ navazi ptiblizné 0,2 g 2-fenoxyethanolu,
0,2 g 1-fenoxypropan-2-olu, 0,05 g methylparabenu, 0,05 g ethylparabenu, 0,05 g
propylparabenu, 0,05 g butylparabenu a 0,025 g benzylparabenu, rozpusti se a doplni
se na objem sm¢si ethanol/voda.

Roztok se uchovava v lednicce a je stabilni 1 tyden.
Standardni roztoky konzervacnich ptisad

Do odmérnych banék na 50 ml se ze zasobniho roztoku (4.18) ptevede 20,00 ml,
10,00 ml, 5,00 ml, 2,00 ml a 1,00 ml. Do kazdé¢ banky se pridda 10,00 ml roztoku
vnitiniho standardu (4.16) a 1,0 ml roztoku kyseliny sirové (4.14) a doplni se na
objem smesi ethanol/voda. Tyto roztoky se ptipravuji ¢erstvé.

PRISTROJE A POMUCKY

Obvyklé laboratorni vybaveni a

Vodni lazen nastavitelna na teplotu 60 °C £ 1 °C

HPLC chromatograf s UV detektorem, vinova délka 280 nm
Analyticka kolona:

Nerezova ocel, délka 25 cm, vnitini pramér 4,6 mm, (nebo délka 12,5 cm a vnitini
prumér 4,6 mm), naplnénd Nucleosilem 5C18 nebo ekvivalentnim (viz 10.1).

Erlenmeyerovy banky na 100 ml, se zdbrusovou zatkou

Varné kaminky, karborundum, velikost 2 az 4 mm, nebo ekvivalentni
POSTUP

Pfiprava vzorku

Ptiprava vzorku bez ptfidani vnitiniho standardu

Do Erlenmeyerov baiiky na 100 ml se zabrusovou zatkou se odvazi asi 1,0 g vzorku.
Do baiiky se pipetou piida 1,0 ml roztoku kyseliny sirové (4.14) a 50,0 ml smési
ethanol/voda (4.15). Ptida se pfiblizné 1 g varnych kaminkl (5.5), banka se uzavie a
siln¢ se protiepe, dokud nevznikne homogenni suspenze. Protfepava se alespon jednu
minutu. Banika se vlozi na 5 minut do vodni 1azné (5.1) o teploté 60 °C £ 1°C, aby se
podpofila extrakce konzervantti do ethanolové faze.

Barika se ihned ochladi pod proudem studené vody a extrakt se ulozi na jednu hodinu
do lednicky. Extrakt se zfiltruje ptes filtracni papir. Asi 2 ml filtratu se pfevedou do
5 ml vzorkovaci lahvicky. Extrakty se ulozi do lednicky a stanoveni metodou HPLC
se provede do 24 hodin.

Ptiprava vzorkll v€etn€ ptidani vnitiniho standardu

Do Erlenmeyerov baiiky na 100 ml se zabrusovou zéitkou se s pfesnosti na tfi
desetinna mista odvazi 1,0 g+ 0,1 g vzorku.
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6.2.1

6.2.2

6.2.3

Do banky se pipetou piida 1,0 ml roztoku kyseliny sirové (4.14) a 40,0 ml smési
ethanol/voda (4.15). Ptida se pfiblizn€¢ 1 g varnych kaminka (5.5) a presné 10,00 ml
roztoku vnitiniho standardu. Barka se uzavie a silné se protfepe, dokud nevznikne
homogenni suspenze. Protiepava se alespon jednu minutu. Banka se vlozi na 5 minut
do vodni 1azn¢ (5.1) o teploté 60 °C + 1°C, aby se podpofila extrakce konzervantd do
ethanolové faze.

Banka se ihned ochladi pod proudem studené vody a extrakt se ulozi na jednu hodinu
do lednicky. Extrakt se zfiltruje pfes filtrani papir.

Asi 2 ml filtratu se prevedou do 5 ml vzorkovaci lahvi¢ky (zkusebni roztok). Extrakt
se ulozi do lednicky a stanoveni metodou HPLC se provede do 24 hodin.

Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC)
Chromatografické podminky

- Mobilni faze: smés tetrahydrofuran/voda/methanol/acetonitril (4.17)
- Prutokova rychlost: 1,5 ml za minutu

- Detekéni vinova délka: 280 nm

Kalibrace

Nastiikne se 10 pl kazdého ze standardnich roztokl konzervantt (4.19). Ze ziskanych
chromatogramti se stanovi pomér vysSek pikt standardnich roztokd konzervantt k
piku vnitiniho standardu. Pro kazdy konzervant se sestroji kfivka zévislosti téchto
pomért na koncentraci standardnich roztokd.

Stanoveni

Do chromatogafu se nastiikne 10 pl roztoku vzorku bez vnitiniho standardu (6.1.1) a
zaznamena se chromatogram.

Nastiikne se 10 pl jednoho ze standardnich roztokti konzervantu (4.19) a zaznamena
se chromatogram. Ziskané chromatogramy se porovnaji.

Neni-li v chromatogramu extraktu vzorku (6.1.1) pfitomen pik s piiblizné stejnym
retencnim Casem, jako je retencni Cas piku isopropylparabenu (doporuceny vnitini
standard), pokracuje se nastiiknutim 10 pl roztoku vzorku s vnitinim standardem
(6.1.2). Chromatogram se zaznamena a zméfi se vysky piku.

Je-1i v chromatogramu roztoku vzorku rusivy pik s retencnim casem piiblizné stejnym
jako retencni ¢as isopropylparabenu, mél by byt vybran jiny vnitini standard.

Neni-li jeden ze vySetfovanych konzervantli v chromatogramu vzorku pfitomen, lze
tento konzervant pouzit jako vnitini standard.

Vypocitaji se poméry vysek pikli vySetfovanych konzervant k vySce piku vnitiniho
standardu.

Je tfeba ovetit, Ze kalibracni kiivka pouzitého standardu je linearni.

Je tfeba ovefit, zda chromatogramy ziskané pro standardni roztok a roztok vzorku
splnuji nasledujici pozadavky:

- separace pikil nejhtire oddéleného paru je alespon 0,90. (Definice separace piki je
uveden na obrazku 16.)
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Obrazek 16: Separace piki

Neni-li pozadované separace dosazeno, méla by byt bud’ pouzita ¢innéjsi kolona,
nebo by mélo byt sloZzeni mobilni faze upraveno tak, aby byl pozadavek splnén.

- faktor asymetrie (A;) vSech ziskanych pikd by se mél pohybovat od 0,9 do 1,5.
(Definice faktoru asymetriec je uvedena na obrazku 17.) Pfi zaznamenani
chromatogramu za ucelem stanoveni faktoru asymetrie je doporucena rychlost
zaznamenavani 2 cm/min.

ELTEREETE YT

W] 7~ el

Obrazek 17: Faktor asymetrie piku

- Zékladna by méla byt stabilni.

VYPOCET

Pro vypocet koncentrace konzervantii v roztoku vzorku se pouzije kalibracni kiivka
(6.2.2) a hodnoty pomérti vysek pikd vySetfovanych konzervanti k vySce piku
vnitiniho standardu.

Obsah (w; ) 2-fenoxyethanolu, 1-fenoxypropan-2-olu, methyl-4-hydroxybenzoatu,
ethyl-4-hydroxybenzoatu, propyl-4-hydroxybenzoatu, butyl-4-hydroxybenzoatu a
benzyl-4-hydroxybenzoatu v hmotnostnich procentech (% m/m) se vypocte pomoci
vzorce:
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b

i

% w; (m/m) =
200xa
kde
b; = koncentrace konzervantu i ve zkusebnim roztoku (ug/ml) odectena z kalibra¢ni
ktivky,
a = hmotnost zkusebniho vzorku (g).

8. OPAKOVATELNOST®
Viz poznamka v bod¢ 10.5.

9. REPRODUKOVATELNOST®
Viz poznamka v bod¢ 10.5.

10.  POZNAMKY

10.1  Stacionarni faze

Reten¢ni chovani rozpousténych latek pti stanovenich HPLC vyrazné zavisi na typu,
znacce a historii stacionarni faze. Zda lze kolonu pouzit pro oddéleni vySetfovanych
konzervanttl, 1ze usoudit z vysledkl ziskanych pro standardni roztoky (viz poznamky
vbode€ 6.2.3). Kromé navrhovaného materidlu néplné kolony byly shledany
vhodnymi také materialy Hypersil ODS a Zorbax ODS.

Za ucelem dosazeni pozadované¢ho oddéleni l1ze popiipad€é optimalizovat sloZeni
mobilni faze.

10.2  Detekéni vlnova délka

Testovani robustnosti popisované metody ukazalo, ze nepatrna zména detekcéni
vlnové délky mlize mit vyznamny vliv na vysledky stanoveni.

Tento parametr musi byt proto béhem analyzy peclivé kontrolovan.
10.3  Rusivé vlivy

Za podminek popsanych v této metodé je eluovano mnoho dalSich sloucenin, jako
jsou konzervanty a kosmetické ptisady. Retencni Casy velkého mnozstvi konzervantl
uvedenych v pfiloze ¢. 6 vyhlasky Ministerstva zdravotnictvi ¢. 26/2001 Sb.,
o hygienickych pozadavcich na kosmetické prostitedky, o nalezitostech zadosti
oneuvedeni ingredience na obalu kosmetického prostiedku a o pozadavcich na
vzdélani a praxi fyzické osoby odpovédné za vyrobu kosmetického prostredku
(o kosmetickych prostfedcich) jsou uvedeny vpraci N.de Kruijf, M.A.H. Rijk,
L. A. Pranato-Soetardhi and A. Schoulen, (1989). Determination of preservatives in
cosmetic products II. High-performance liquid chromatographic identification
(J. Chromatography 469, 317-398).

10.4  Pro ochranu analytické kolony lze pouzit vhodnou ptedkolonu.

10.5 Metoda byla zkousena pii okruznim pokusu, na némz se podilelo devét laboratofi.
Byly analyzovény tii vzorky. V nasledujici tabulce jsou pro kazdy ze tfi vzorka
uvedeny stfedni hodnoty v % m/m (m), opakovatelnosti (r) a reprodukovatelnosti (R)
zjisténé pro analyty, které byly ve vzorcich obsazeny:

3 Viz CSN ISO 5725.
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Vzorek 2-Fenoxy- 1-Fenoxy-propan-2-ol | Methylparaben Ethylparaben Propylparaben Butylparaben Benzylparaben
ethanol

Vitaminovy m 1,124 0,250 0,0628 0,031 0,0906

krém
T 0,016 0,018 0,0035 0,0280 0,0044
R 0,176 0,030 0,0068 0,0111 0,0034

Zakladni 1,196 0,266 0,076

pletovy krém
T 0,040 0,003 0,002
R 0,147 0,022 0,004

Masazni krém m 0,806 0,180 0,148 0,152
T 0,067 0,034 0,013 0,015
R 0,112 0,078 0,012 0,016
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