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ROZPORZADZENIE MINISTRA ZDROWIA"

z dnia 16 lipca 2004 r.

zmieniajace rozporzadzenie w sprawie okreslenia procedur pobierania probek kosmetykow
oraz procedur przeprowadzania badan laboratoryjnych

Na podstawie art. 13 ust. 3 ustawy z dnia 30 mar-
ca 2001 r. o kosmetykach (Dz. U. Nr 42, poz. 473,
z pézn. zm.?) zarzadza sie, co nastepuje:

) Minister Zdrowia kieruje dziatem administracji rzadowej —
zdrowie, na podstawie 8 1 ust. 2 rozporzgdzenia Prezesa
Rady Ministrow z dnia 11 czerwca 2004 r. w sprawie szcze-
gotowego zakresu dziatania Ministra Zdrowia (Dz. U.
Nr 134, poz. 1439).

2) Zmiany wymienionej ustawy zostaty ogfoszone w Dz. U.
z 2003 r. Nr 73, poz. 659, Nr 189, poz. 1852 i Nr 208,
poz. 2019.

§ 1. W rozporzadzeniu Ministra Zdrowia z dnia
23 grudnia 2002 r. w sprawie okreslenia procedur po-
bierania prébek kosmetykéw oraz procedur przepro-
wadzania badan laboratoryjnych (Dz. U. z 2003 r. Nr 9,
poz. 107) zatgcznik nr 2 otrzymuje brzmienie okreslone
w zatgczniku do niniejszego rozporzadzenia.

8 2. Rozporzadzenie wchodzi w zycie po uptywie
14 dni od dnia ogtoszenia.

Minister Zdrowia: M. Balicki
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Zatacznik do rozporzadzenia Ministra Zdrowia
z dnia 16 lipca 2004 r. (poz. 2106)

METODY ANALIZ NIEZBEDNYCH DO KONTROLI KOSMETYKU

Pobieranie préobek produktéow kosmetycznych

I. Przedmiot i zakres zastosowania
Ponizszy opis pobierania prébek ma na celu ujednolicenie procedur stosowanych przy
analizach sktadu kosmetykow.

2. Definicje

2.1.  Probka podstawowa:
czg$¢ pobrana z partii przeznaczonej na sprzedaz.

2.2. Probka ogolna:
suma wszystkich préobek podstawowych majacych ten sam numer partii.

2.3. Probka laboratoryjna:
reprezentatywna czg$¢ probki ogolnej przeznaczona do analizy w poszczegdlnych
laboratoriach.

2.4. Probka analityczna:
reprezentatywna czgs$¢ probki laboratoryjnej wymagana do jednej analizy.

2.5. Pojemnik:
opakowanie, ktore zawiera produkt 1 jest z nim w statym bezposrednim kontakcie.

3. Procedura pobierania probek

3.1. Probki produktow kosmetycznych powinny by¢ pobierane w oryginalnych
opakowaniach i przesytane do laboratorium analitycznego bez otwierania.

3.2. Dla produktow kosmetycznych, ktore sq dostarczane na rynek hurtowo lub sprzedawane
detalicznie w pojemnikach réznych od oryginalnego opakowania producenta, powinny
by¢ podane odpowiednie instrukcje pobierania probek w miejscach ich stosowania lub
sprzedazy.

3.3. Liczba prébek podstawowych, wymaganych do przygotowania prébki laboratoryjne;,
powinna by¢ odpowiednia do metody analitycznej, jak i liczby analiz wykonywanych w
kazdym laboratorium.

4. Identyfikacja probki

4.1. Prébki powinny by¢ zapieczgtowane w momencie pobierania i identyfikowane zgodnie
Z przepisami.

4.2. Kazda pobrana prébka podstawowa powinna zawiera¢ na etykiecie nastgpujace
informacje:

— nazwg produktu kosmetycznego,

— datg, godzing i miejsce pobrania probki,

— nazwisko osoby odpowiedzialnej za pobranie probki,
— nazwg urzedu kontrolujacego.

4.3. Nalezy sporzadzi¢ protokot pobrania prébki.

5. Przechowywanie probek

5.1. Probki podstawowe powinny by¢ przechowywane zgodnie z zaleceniami producenta
(jesli takie zalecenia podane sg na etykiecie).

5.2. Je$li nie wymieniono innych warunkow, probki laboratoryjne powinny by¢
przechowywane w ciemnosci, w temperaturze miedzy 10-25 °C.

5.3. Probek podstawowych nie wolno otwieraé przed rozpoczeciem analizy.
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Praktyczne przygotowanie préobek laboratoryjnych

. Ogdlne zasady

1.1. W przypadku gdy to mozliwe, analiza powinna by¢ wykonywana na kazdej probce
podstawowej. Jesli probka podstawowa jest zbyt mata, nalezy postugiwaé sig
minimalng liczba probek podstawowych. Przed pobraniem probki laboratoryjnej
probki podstawowe powinny by¢ ze sobg starannie wymieszane.

1.2. Jesli wymaga tego metoda analityczna, pojemnik nalezy otworzy¢, pod ostona gazu
obojetnego, 1 mozliwie szybko pobra¢ odpowiednia liczbg probek laboratoryjnych
oraz niezwlocznie przeprowadzi¢ ich analizg. Jesli probka podstawowa ma by¢
zachowana, pojemnik nalezy szczelnie zamkna¢ pod ostona gazu obojetnego.

1.3. Produkty kosmetyczne moga by¢ wytwarzane w postaci cieklej lub statej, a takze
potstalej. Jesli nastapita separacja faz pierwotnie homogenicznego produktu, przed
pobraniem probki laboratoryjnej nalezy go ponownie ujednorodnié.

1.4. Jesli produkty kosmetyczne trafiaja do sprzedazy specjalng droga, czego
konsekwencja jest brak mozliwosci zastosowania si¢ do niniejszej instrukeji, 1 jesli
nie ma uregulowan dotyczacych odpowiednich metod badawczych, mozliwe jest
zastosowanie oryginalnej procedury pod warunkiem, ze zostanie ona sformutowana
na pismie, a opis ten bedzie stanowil czes¢ raportu analitycznego.

2. Ciecze

2.1. Produkty te moga wystgpowaé w takich formach jak: roztwory w oleju, w alkoholu
1 w wodzie, wody toaletowe, ptyny lub mleczka. Moga by¢ one pakowane w butelki,
ampuitki lub tuby.

2.2. Pobieranie probki laboratoryjnej:
— przed otwarciem pojemnik energicznie wstrzasnac,
— otworzy¢ pojemnik,
— wla¢ kilka mililitréw cieczy do proboéwki w celu obejrzenia, czy materiat nadaje

si¢ do pobrania probki laboratoryjne;,

— ponownie zamkna¢ pojemnik lub
— pobra¢ wymagane probki laboratoryjne,
— starannie ponownie zamkna¢ pojemnik.

3. Substancje potstate

3.1 Produkty moga wystepowaé w takich formach jak: pasty, kremy, sztywne emulsje
1 zele. Moga by¢ pakowane w tuby, butelki z tworzyw sztucznych lub stoiki.

3.2. Pobieranie probki laboratoryjnej moze nastgpowaé w rozny sposob:

3.2.1. Pojemniki z waska szyjkaq. Usunal przynajmniej pierwszy centymetr produktu.
Wycisna¢ probke laboratoryjng i niezwtocznie zamkna¢ pojemnik.

3.2.2.  Pojemniki z szeroka szyjka. Zdja¢ rGwnomiernie calq wierzchnia warstwe produktu
1 odrzuci¢ ten materiat. Pobra¢ probke laboratoryjng 1 niezwlocznie ponownie
zamkna¢ pojemnik.

4. Ciata state

4.1. Produkty te moga wystepowa¢ w takich formach jak: sypkie proszki, sprasowane
proszki, sztyfty i moga by¢ pakowane w réznego rodzaju pojemniki.

4.2. Pobieranie prébki laboratoryjnej moze nastepowaé w rozny sposob:

4.2.1. Sypki proszek — wstrzasna¢ energicznie przed odkorkowaniem lub otwarciem.
Otworzy¢ 1 pobra¢ prébke laboratoryjna.

4.2.2. Prasowany proszek lub sztyft — usungé wierzchnia warstwe¢ przez réwnomierne
drapanie. Pobra¢ probke laboratoryjng spod spodu.
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5. Produkty w pojemnikach pod cisnieniem (,,dozowniki aerozolowe”)

S5.1. Probka laboratoryjna:

Po energicznym wstrzasnigciu reprezentatywna czes¢ zawartosci dozownika
aerozolowego przenie$¢ za pomocy odpowiedniego lacznika (patrz rys. 1: w
szczegolnych przypadkach metoda analityczna moze wymaga¢ uzycia innych
tacznikow) do pokrytej tworzywem sztucznym szklanej butelki (rys. 4) wyposazonej
w zawor aerozolowy nieposiadajacy rurki zanurzeniowej. Podczas przenoszenia
probki butelke trzyma si¢ zaworem skierowanym w dot. Takie przeniesienie probki
zapewnia dobrg widocznos¢ zawarto$ci pojemnika i1 odpowiada jednemu z
nastepujacych czterech przypadkow:

5.1.1.  Wyrob aerozolowy w postaci jednorodnego roztworu do bezposredniej analizy.

5.1.2. Wyro6b aerozolowy sktadajacy sie z dwoch faz cieklych. Kazda z faz moze by¢
analizowana po oddzieleniu dolnej fazy do drugiej pomocniczej butelki do
przenoszenia. W tym przypadku pierwsza butelka do przenoszenia jest skierowana
zaworem w dot. W takim przypadku dolna faza jest czgsto fazg wodng i nie zawiera
gazu nosnego (np. wyrdb z butanem i woda).

5.1.3.  Wyrob aerozolowy zawierajacy proszek w zawiesinie. Fazg ciekla mozna analizowac
po oddzieleniu proszku.

5.1.4. Wyrob w postaci piany lub kremu. Najpierw nalezy odwazy¢ do pomocniczej butelki
do przenoszenia 5 do 10 g 2-metoksyetanolu. Substancja ta zabezpiecza przed
tworzeniem si¢ piany podczas operacji odgazowania, wtedy mozna usuwaé gaz
nosny bez strat cieczy.

5.2. Wyposazenie.

Lacznik (rys. 1) jest wykonany z duraluminium lub mosiadzu. Jest przeznaczony do
potaczenia réznych zawordw poprzez tacznik polietylenowy (patrz rys. 2 i 3). Mozna
rowniez uzywac innych tacznikow.

Pomocnicza butelka do przenoszenia (rys. 4) jest wykonana z bialego szkla
pokrytego zewngtrzng warstwa ochronng z przezroczystego tworzywa. Jej pojemnosc
wynosi 50 do 100 ml 1 jest wyposazona w zawor aerozolowy bez rurki
Zanurzeniowej.

5.3. Metoda.

Aby mozna byto przenie$¢ wystarczajaca ilos¢ probki, z butelki do przenoszenia
musi by¢ usunigte powietrze. W tym celu, nalezy wprowadzi¢ przez tacznik okoto 10 ml
dichlorodifluorometanu lub butanu (zaleznie od rodzaju badanego wyrobu
aerozolowego) i catkowicie odgazowac¢ az do zaniku fazy ciektej, trzymajac butelke
do przenoszenia zaworem skierowanym do géry. Usuna¢ tacznik. Zwazy¢ butelke do
przenoszenia (,,a” gramow). Energicznie wytrzasna¢ pojemnik aerozolowy, z ktorego
ma by¢ pobierana prébka. Potaczy¢ tacznik z zaworem na pojemniku aerozolowym z
badang zawartoscig (zawor skierowany do gory), dopasowac butelke do przenoszenia
probki (szyjka skierowang w dot) do facznika 1 nacisnaé. Napetié¢ butelke do
przenoszenia do okoto dwdch trzecich pojemnosci. Jesli przenoszenie przedwczesnie
ustaje na skutek wyrdéwnania cisnien, mozna je wznowic przez chtodzenie butelki do
przenoszenia. Usuna¢ tacznik, zwazy¢ napetniong butelke (,,b” gramow) 1 oznaczy¢
mas¢ przeniesionej probki, m; (m; =b - a).

Otrzymana w ten sposob prébke mozna uzy¢ do:

1) normalnej analizy chemicznej;

2) analizy lotnych sktadnikéw metodq chromatografii gazowe;.
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5.3.1.  Analiza chemiczna

Trzymajac butelkg do przenoszenia zaworem do gory, nalezy postgpowad

nastgpujaco:

— odgazowac; jesli czynnos¢ ta powoduje powstawanie piany, nalezy uzy¢ butelki
do przenoszenia, do ktérej uprzednio za pomocq strzykawki dodano przez
tacznik doktadnie odwazong ilos¢ (5 do 10 g) 2-metoksyetanolu,

— bez straty probki zakonczy¢ usuwanie lotnych sktadnikdéw przez wytrzasanie
w tazni wodnej o temperaturze 40 °C; zdjac tacznik,

— ponownie zwazy¢ butelke do przenoszenia (,,c” gramow) w celu ustalenia
cigzaru pozostatosci m; (m; = ¢ — a).

(Uwaga: Przy obliczaniu ciezaru pozostatosci nalezy odjaé ciezar ewentualnie
uzytego 2-metoksyetanolu.)

— otworzy¢ butelke do przenoszenia przez zdjgcie zaworu,

— catkowicie rozpusci¢ pozostatloS¢ w  znanej ilosci  odpowiedniego
rozpuszczalnika,

— przeprowadzi¢ wymagane oznaczenie na czesci pobranej probki.

Wzory do obliczen sg nastepujace:

rxm, oraz Q= R xP
m, 100

R = R
gdzie:

m; — masa aerozolu pobrana do butelki do przenoszenia,
m; — masa pozostatosci po ogrzewaniu w 40 °C,

r — procent okreslonej substancji w m;, (ustalony wedlug wtasciwej metody),
R — procent okreslonej substancji w aerozolu, jaki otrzymano do analizy,

Q - catkowita masa okreslonej substancji w dozowniku aerozolowym,

P — poczatkowa masa netto dozownika aerozolowego (probka podstawowa).

5.3.2.  Analiza lotnych sktadnikdw metoda chromatografii gazowe;j

5.3.2.1. Zasady
Za pomoca strzykawki do chromatografii gazowej pobra¢ wilasciwg ilos¢ materiatu
z butelki do przenoszenia. Nastepnie wstrzykna¢ zawarto$¢ strzykawki do
chromatografu gazowego.

5.3.2.2. Oprzyrzadowanie
Precyzyjna strzykawka o pojemnosci 25 pl lub 50 pl szeregu A2 (rys. 5) do
pobierania probek dla chromatografii gazowej lub réwnowazna. Ta strzykawka
wyposazona jest w zawor odcinajacy przy nasadzie igly. Strzykawka jest potaczona z
butelkq do przenoszenia za pomoca tacznika przy butelce i polietylenowej rurki
(dtugos¢ 8 mm, wewnetrzna srednica 2,5 mm) przy strzykawce.

5.3.2.3. Metoda
Po pobraniu do butelki do przenoszenia wiasciwej ilosci produktu aerozolowego
dopasowac¢ stozkowe zakonczenie strzykawki do butelki, jak opisano w pkt 5.3.2.2.
Otworzy¢ zawor 1 nabra¢ wilasciwa ilos¢ cieczy. Usuna¢ pecherzyki gazu przez
kilkakrotne poruszenie ttokiem (schiodzi¢ strzykawke, jesli to konieczne). Jesli
strzykawka zawiera wiasciwa ilo$¢ pozbawionej pecherzykow cieczy, zamknaé
zawOr 1 odiaczy¢ strzykawke od butelki do przenoszenia. Zatozy¢ igle, wtozy¢
strzykawke do iniektora chromatografu gazowego 1 wstrzyknad.

5.3.2.4. Wzorzec wewngtrzny
Jesli potrzebny jest wzorzec wewngtrzny, to jest on wprowadzany do butelki do
przenoszenia (za pomoca zwyktej szklanej strzykawki z uzyciem tacznika).
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(O

Rys. 5

Strzykawka do gazu pod cisnieniem

Identyfikowanie i oznaczanie wolnego formaldehydu

I. Cel i1 zakres
Metoda opisuje identyfikowanie i dwie zasady oznaczania zalezne od obecnosci lub
nieobecnosci w probce donorow formaldehydu. Metoda moze stluzy¢ do badania
wszystkich kosmetykow.

1.1. Identyfikowanie

1.2. Ogdblne oznaczanie metoda kolorymetryczna z pentan-2,4-dionem
Te¢ metode stosuje sig, jezeli uzywany jest formaldehyd sam lub z innymi srodkami
konserwujacymi, ktore nie sa donorami formaldehydu. W innym przypadku, gdy wynik
przewyzsza maksymalne dozwolone st¢zenie, nalezy zastosowac ponizsza metode dla
potwierdzenia wyniku.

1.3. Oznaczenie w obecnosci donorow formaldehydu
W metodzie wspomnianej powyzej (1.2.) podczas otrzymywania pochodnych, donory
formaldehydu ulegajq rozczepieniu 1 prowadzi to do zawyzonych wynikdéw (zwigzany 1
spolimeryzowany formaldehyd). Konieczne jest wydzielenie wolnego formaldehydu
metoda chromatografii cieczowej.

2. Definicja

Zawartos$¢ wolnego formaldehydu w probce oznaczona wedtug tej metody jest wyrazona
w procentach masowych.

3. Identyfikowanie formaldehydu

3.1. Zasada
Wolny i zwigzany formaldehyd w srodowisku kwasu siarkowego nadaje odczynnikowi
Schiffa barwe rozowa lub fioletoworozowa.

3.2. Odczynniki
Wszystkie odczynniki powinny by¢ czystosci analitycznej, woda musi bycé
zdemineralizowana.

3.2.1. Fuksyna

3.2.2. Heptawodny siarczan sodu
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3.2.3. Stezony kwas chlorowodorowy, d = 1,19

3.2.4. Kwas siarkowy, okoto 1 M

3.2.5. Odczynnik Schiffa:

100 mg fuksyny (3.2.1.) odwaza si¢ do zlewki i1 rozpuszcza w 75 ml wody
w temperaturze 80 °C. Po schlodzeniu dodaje si¢ 2,5 g siarczynu sodu (3.2.2.).
Uzupetnia woda do 100 ml.

Odczynnika mozna uzywac¢ w ciagu dwoch tygodni.

3.3. Procedura

3.3.1. Zwazy¢ 2 g prébki w 10 ml zlewce.

3.3.2. Doda¢ dwie krople kwasu siarkowego (3.2.4.) i 2 ml odczynnika Schiffa (3.2.5.).
Odczynnik ten podczas stosowania powinien by¢ catkowicie bezbarwny. Wytrzasnac
1 pozostawi¢ do odstania na pi¢¢ minut.

3.3.3. Jesli barwa rozowa lub fioletowordzowa pojawia si¢ w ciggu pigciu minut, oznacza to,
ze formaldehyd jest obecny w stezeniu powyzej 0,01 % i powinno si¢ go oznaczy¢
metoda oznaczania wolnego 1 zwigzanego formaldehydu (4), 1, jesli konieczne, wedtug
opisu postgpowania podanego w punkcie 5.

4. Ogolne oznaczanie kolorymetryczne z pentan-2,4-dionem

4.1. Zasada

Formaldehyd reaguje z pentan-2,4-dionem w obecnosci octanu amonu, tworzac 3,5-
-diacetylo-1,4-dihydrotoluidyng. Jest ona ekstrahowana butan-1-olem i1 mierzy si¢
absorbancj¢ ekstraktu przy 410 nm.

4.2. Odczynniki

Wszystkie odczynniki powinny by¢ czystosci analitycznej, woda musi byc¢
zdemineralizowana.

4.2.1. Bezwodny octan amonu

4.2.2. Stezony kwas octowy, d3’ = 1,05

4.2.3. Pentan-2,4-dion $wiezo destylowany pod zmniejszonym cisnieniem 25 mm Hg,
w 25 °C — nie powinien wykazywac¢ zadnej absorbcji przy 410 nm.

4.2.4. Butan-1-ol

4.2.5. Kwas chlorowodorowy, 1 M

4.2.6. Kwas chlorowodorowy, okoto 0,1 M

4.2.7. Wodorotlenek sodu, 1 M

4.2.8. Swiezo przygotowany roztwor skrobi (1 g/50 ml wody)

4.2.9. Formaldehyd 37 do 40 % (m/v)

4.2.10. Standardowy roztwor jodu, 0,05 M

4.2.11. Standardowy roztwor tiosiarczanu sodu, 0,1 M

4.2.12. Odczynnik pentan-2,4-dionu
W 1 000 ml kolbie miarowej rozpusci¢: 150 g octanu amonu (4.2.1.), 2 ml pentan-2,4-
-dionu (4.2.3.), 3 ml kwasu octowego (4.2.2.). Uzupehmi¢ woda do 1000 ml
(pH roztworu okoto 6,4). Odczynnik ten powinien by¢ §wiezo przygotowany.

4.2.13. Odczynnik (4.2.12.) bez pentan-2,4-dionu

4.2.14. Standardowy bazowy roztwor formaldehydu
Nala¢ 5 g formaldehydu (4.2.9.) do 1 000 ml kolby miarowej i uzupetnic¢ do 1 000 ml
woda. Oznaczy¢ stezenie tego roztworu nastepujaco: pobra¢ 10,00 ml, doda¢ 25,00 ml
standardowego roztworu jodu (4.2.10.) i 10,00 ml wodorotlenku sodu (4.2.7.).
Pozostawi¢ do odstania na pig¢ minut. Zakwasi¢ 11,00 ml HCI (4.2.5.) 1 oznaczy¢
nadmiar jodu przez miareczkowanie standardowym roztworem tiosiarczanu sodu
(4.2.11.), uzywajac roztworu skrobi (4.2.8.) jako wskaznika. 1 ml 0,05 M zuzytego
jodu (4.2.10.) odpowiada 1,5 mg formaldehydu.
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4.2.15. Standardowy rozcienczony roztwor formaldehydu
Rozcienczy¢ standardowy bazowy roztwér formaldehydu wodg kolejno w stosunku
1/20 1 nastepnie 1/100. 1 ml tego roztworu zawiera okoto 1 mg formaldehydu.
Obliczy¢ doktadng zawartosc.
4.3. Aparatura
4.3.1. Standardowe wyposazenie laboratoryjne
4.3.2. Saczek do rozdziatu faz, bibuta Whatman (1PS lub rownowazna)
4.3.3. Wiréwka
4.3.4. Laznia wodna o temperaturze 60 °C
4.3.5. Spektrofotometr
4.3.6. Kuwety o dtugosci drogi optycznej 1 cm
4.4. Opis postgpowania
4.4.1. Roztwor probki
W 100 ml kolbie miarowej zwazy¢ z doktadnoscia do 0,001 g ilos¢ (w g) badanej
probki odpowiadajacej spodziewanej zawartosci formaldehydu okoto 150 pg.
Uzupeti¢ woda do 100 ml i wymiesza¢ (roztwoér S). (Sprawdzi€, czy pH jest bliskie 6,
jesli nie — rozcienczy¢ w roztworze kwasu chlorowodorowego (4.2.6.)). Do 50 ml
kolby stozkowej Erlenmayera dodawaé: 10,00 ml roztworu S, 5,00 ml odczynnika
pentan-2,4-dionu (4.2.12.), wod¢ zdemineralizowana do koncowej objetosci 30 ml.
4.4.2. Roztwor odniesienia
Mozliwa interferencja powodowana przez barweg tla w badanej probce jest
eliminowana przez uzycie takiego roztworu odniesienia. Do 50 ml kolby stozkowe;j
Erlenmayera dodawa¢: 10,00 ml roztworu S, 5,00 ml odczynnika (4.2.13.), wodg
zdemineralizowang do koncowej objetosci 30 ml.
4.4.3. Slepa proba
Do 50 ml kolby stozkowej Erlenmayera dodawac: 5,00 ml roztworu odczynnika
pentan-2,4-dionu (4.2.12.), wod¢ zdemineralizowana do koncowej objetosci 30 ml.
4.4.4. Oznaczanie
4.44.1. Wytrzasa¢ mieszaniny z punktow 4.4.1., 4.4.2. 1 4.4.3. Umiesci¢ kolby stozkowe
Erlenmayera w tazni wodnej o temperaturze 60 °C na doktadnie 10 minut.
Pozostawi¢ do schtodzenia na dwie minuty w fazni wodnej z lodem.
4.4.4.2. Przenies¢ mieszaniny do 50 ml rozdzielaczy zawierajacych po 10 ml butan-1-olu
(4.2.4.). Poptuka¢ kazda kolbe 3 do 5 ml wody. Wytrzasa¢ energicznie mieszaning
przez doktadnie 30 sekund. Pozostawi¢ do rozdzielenia.
4.4.4.3. Przesaczy¢ faze butan-1-olu do kuwety przez saczek (4.3.2.) do rozdziatu faz. Mozna
rowniez zastosowac¢ odwirowanie 3 000 obrotdw w ciagu pigciu minut.
4.4.4.4. Zmierzy¢ absorbancje A; ekstraktu roztworu z 4.4.1. przy 410 nm w porownaniu z
ekstraktem 4.4.2. jako roztworem odniesienia.
4.44.5. Podobnie zmierzy¢ absorbancj¢ A, ekstraktu $lepej proby z punktu 4.43. w
porownaniu z butan-1-olem jako roztworem odniesienia.
Uwaga. Wszystkie te czynnosci musza by¢ wykonane w ciagu 25 minut od chwili
umieszczenia kolb stozkowych w fazni wodnej o temperaturze 60 °C.
4.4.5. Krzywa wzorcowa
4.45.1. W 50 ml kolbie stozkowej Erlenmayera umiesci¢: 5,00 ml rozcienczonego
standardowego roztworu z punktu 4.2.15., 5,00 ml odczynnika pentan-2,4-dionu
(4.2.12.), uzupetic¢ woda zdemineralizowana do koncowej objetosci 30 ml.
4.4.5.2. Postepowac dalej jak opisano w punkcie 4.4.4. i zmierzy¢ absorbancj¢ w porownaniu
z butan-1-olem (4.2.4.) jako roztworem odniesienia.
4.4.5.3. Powtdrzy¢ operacje z 10, 15, 20 1 25 ml rozcienczonego roztworu standardowego
(4.2.15.).
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4.454. Dla otrzymania wartosci zerowe] (odpowiadajacej zabarwieniu odczynnikdw)
postepowac jak w punkcie 4.4.4.5.

4.4.5.5. Wykredli¢ krzywa wzorcowa po odjeciu wartosci zerowej od kazdej absorbancji
oznaczonej w punktach 4.4.5.1. i 4.4.5.3. Prawo Beera obowiazuje do 30 pg
formaldehydu.

4.5. Obliczenia

4.5.1. Odja¢ A, od A; i1 odczyta¢ z krzywej wzorcowej (4.4.5.5.) ilos¢ C formaldehydu,

W ug, w roztworze probki (4.4.1.).
4.5.2. Obliczy¢ zawartos$¢ formaldehydu w prébee (% m/m) wedtug nastepujacego wzoru:

zawartos¢ C
formaldehyduw % =
10°x m

w ktorym:
m — masa probki analitycznej w gramach.

4.6. Powtarzalnos¢
Dla zawarto$ci formaldehydu 0,2 % roznica miedzy wynikami dwu rownoleglych
oznaczen wykonanych dla tej samej probki nie powinna przekracza¢ 0,005 % przy
oznaczaniu metoda kolorymetryczng z pentan-2,4-dionem. Jesli oznaczenie wolnego
formaldehydu prowadzi do wynikéw wyzszych niz maksymalne st¢zenie ustalone:
a) pomigdzy 0,05 % 10,2 % w wyrobie nieetykietowanym,
b) wyzsze niz 0,2 % w wyrobie zaréwno etykietowanym, jak i nieetykietowanym,
to znaczy, ze nalezy postgpowac tak, jak podano w punkcie 5 ponizej.

5. Oznaczanie formaldehydu w obecnos$ci donorow formaldehydu

5.1. Zasada
Wydzielony formaldehyd przeprowadzany jest w z6tta pochodna lutydynowa w reakcji
z pentan-2,4-dionem w reaktorze po kolumnie rozdzielajacej i otrzymana pochodna jest
oznaczana przez pomiar absorbancji przy 420 nm.

5.2. Odczynniki
Wszystkie odczynniki powinny by¢ czystosci analitycznej, a woda musi byc¢
zdemineralizowana.

5.2.1. Woda czystosci odpowiedniej dla HPLC lub woda rownowaznej jakosci

5.2.2. Bezwodny octan amonu

5.2.3. Stezony kwas octowy

5.2.4. Pentan-2,4-dion (przechowywany w 4 °C)

5.2.5. Bezwodny fosforan disodowy

5.2.6. 85 % kwas ortofosforowy (d = 1,7)

5.2.7. Metanol o czystosci dla HPLC

5.2.8. Dichlorometan

5.2.9. Formaldehyd 37 do 40 % m/v

5.2.10. Wodorotlenek sodu, 1 M

5.2.11. Kwas chlorowodorowy, 1 M

5.2.12. Kwas chlorowodorowy, 0,002 M

5.2.13. Roztwor skrobi §wiezo przygotowany wedtug Farmakopei Europejskiej (pkt 4.2.8.)

5.2.14. Standardowy roztwor jodu, 0,05 M

5.2.15. Standardowy roztwor tiosiarczanu sodu, 0,1 M

5.2.16. Faza ruchoma

Wodny roztwoér fosforanu disodowego (5.2.5.), 0,006 M nastawiony na pH 2,1
kwasem ortofosforowym (5.2.6.)
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5.2.17. Odczynnik dla mediéw schodzacych z kolumny (,,po kolumnie™)
W 1000 ml kolbie miarowej rozpuscié: 62,5 g octanu amonu (5.2.2.), 7,5 g kwasu
octowego (5.2.3.), 5 ml pentan-2,4-dionu (5.2.4.). Uzupeli¢ wodaq do 1 000 ml
(5.2.1.). Przechowywa¢ odczynnik bez dostepu S$wiatta. Okres przechowywania:
maksymalnie trzy dni w temperaturze 25 °C. Nie powinny zachodzi¢ zadne zmiany
w zabarwieniu odczynnika.
5.2.18. Standardowy bazowy roztwoér formaldehydu
Wla¢ 10 g formaldehydu (5.2.9.) do 1000 ml kolby miarowej i uzupetni¢ woda
do 1 000 ml. Oznaczy¢ stezenie tego roztworu nastgpujaco. Pobra¢ 5,00 ml, dodaé
25,00 ml standardowego roztworu jodu (5.2.14.) i 10,00 ml roztworu wodorotlenku
sodowego (5.2.10.). Pozostawi¢ do odstania na 5 minut. Zakwasi¢ 11,00 ml HCI
(5.2.11.) 1 miareczkowaé¢ nadmiar standardowego roztworu jodu standardowym
roztworem tiosiarczanu sodu (5.2.15.), uzywajac roztworu skrobi (5.2.13.) jako
wskaznika. 1 ml roztworu jodu (5.2.14.) jest rownowaznikiem 1,5 mg formaldehydu.
5.2.19. Standardowy rozcienczony roztwor formaldehydu
Rozcienczy¢ bazowy roztwor do 1/100 jego poczatkowego stezenia w fazie ruchomej
(5.2.16.). 1 ml tego roztworu zawiera okoto 37 mg formaldehydu. Obliczy¢ jego
doktadna zawartosc¢.
5.3. Aparatura
5.3.1. Standardowe wyposazenie laboratoryjne
5.3.2. Pompa HPLC o podawaniu niepulsacyjnym
5.3.3. Niskoci$nieniowa pompa o podawaniu niepulsacyjnym dla odczynnika (lub druga
pompa HPLC)
5.3.4. Zawor zastrzykowy do wprowadzania probki z petla 10 pl
5.3.5. Reaktor mieszaniny schodzacej z kolumny (,,po kolumnie”) z nastgpujacymi
elementami:
a) jedna 1-litrowa kolba trojszyjna,
b) jeden plaszcz grzewczy dla kolby 1-litrowej,
c) dwie kolumny Vigreux o minimum 10 poétkach z dwoma ptaszczami chtodzonymi
powietrzem,
d) rurka ze stali kwasoodpornej (dla wymiennika ciepta) 1,6 mm, wewnetrzna
srednica 0,23 mm, dtugos¢ 400 mm,
e) rurka teflonowa 1,6 mm, wewngtrzna srednica 0,30 mm, dlugos¢ 5 m (splot
francuski) (zob. dodatek 1),
f) jeden tacznik T-ksztattny bez martwej objetosci (Valco lub rownowazny),
g) trzy laczniki bez martwej objetosci lub jeden modut ,,po kolumnie” Applied
Biosystems PCRS 520 lub réwnowazny uzupetiony o 1 ml reaktor
5.3.6. Filtr membranowy o $rednicy poréw 0,45 um
5.3.7. Ladunek filtru SEP-PAK lub rownowazny
5.3.8. Kolumny przygotowane fabrycznie:
a) Bischoff hypersil RP (typ NC, odnosnik C 25, 46 1805)
(5 um, dhugos¢ = 250 mm, srednica wewngtrzna = 4,6 mm) lub
b) Dupont, Zorbax ODS (5 um, dlugo$¢ = 250 mm, srednica wewngtrzna = 4,6 mm),
lub
c) Phase SEP, spherisorb ODS (5 um, dtugos¢ =250 mm, srednica wewngtrzna
=4,6 mm).
5.3.9. Kolumna wst¢pna
Bischoff K; hypersil RP 18 (odnosnik K1G 6301 1805) (5 wm, dtugos¢ 10 mm, lub
rOwnowazny).
5.3.10. Kolumna i kolumna wstgpna sa potaczone uktadem Ecotube (odnosnik A 150 20508
Bischoff) lub réwnowaznym.
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5.3.11. Aparature (5.3.5.) ztozy¢ tak, jak pokazano na schemacie blokowym (rys. 6).
Potaczenia te po zastrzykowym zaworze wprowadzajacym musza by¢ mozliwie
najkrotsze. W tym przypadku rurka ze stali kwasoodpornej migedzy wylotem reaktora
1 wlotem detektora jest przeznaczona do schtodzenia mieszaniny przed detekcja
1 temperatura w detektorze jest nieznana, lecz stata.

5.3.12. Detektor UV i promieniowania widzialnego

5.3.13. Rejestrator

5.3.14. Wirowka

5.3.15. Laznia ultradzwigkowa (pluczka wibracyjna)

5.3.16. Mieszadto wibracyjne (Vortex lub réwnowazne)

5.4. Procedura

5.4.1. Krzywa wzorcowa
Tworzy si¢ ja przez wykreslenie wysokosci pikéw jako funkcji stezenia
rozcienczonego standardowego roztworu formaldehydu. Przygotowaé standardowe
roztwory przez rozcienczenie roztworu odniesienia formaldehydu (5.2.19.) faza
ruchoma (5.2.16.):

a) 1,00 ml roztworu (5.2.19.) rozcienczone do 20,00 ml (okoto 185 pg/100 ml),

b) 2,00 ml roztworu (5.2.19.) rozcienczone do 20,00 ml (okoto 370 pg /100 ml),

c) 5,00 ml roztworu (5.2.19.) rozcienczone do 25,00 ml (okoto 740 pg /100 ml),

d) 5,00 ml roztworu (5.2.19.) rozcienczone do 20,00 ml (okoto 925 pg /100 ml).

Te roztwory standardowe moga by¢ przechowywane w ciagu jednej godziny
w temperaturze laboratorium 1 musza by¢ swiezo przygotowane. Krzywa wzorcowa
ma wlasciwy przebieg liniowy dla stgzen pomigdzy 1,001 15,00 pg/ml.

5.4.2. Przygotowanie probek

5.4.2.1. Emulsje (kremy, bazy do makijazu, tusze do oczu)

W 100 ml kolbie z korkiem zwazy¢ z doktadnoscig do 0,001 g ilos¢ probki anali-
tycznej (m gramow) odpowiadajaca przewidywanej ilosci 100 pg formaldehydu.
Doda¢ 20,00 ml dichlorometanu (5.2.8.) 1 20,00 ml kwasu chlorowodorowego
(5.2.12.) doktadnie odmierzonych. Miesza¢ mieszadlem wibracyjnym (5.3.16.) i w
ptuczce wibracyjnej (5.3.15.). Rozdzieli¢ dwie fazy przez wirowanie 3 000 g" w
ciagu 2 minut). W miedzyczasie przeptuka¢ tadunek filtru (5.3.7.) 2 ml metanolu
(5.2.7.), nastepnie kondycjonowa¢ go 5 ml wody (5.2.1.). Przepusci¢ 4 ml fazy
wodnej ekstraktu przez kondycjonowany tadunek filtru, odrzuci¢ pierwsze 2 ml
1 zachowac nastepna frakcje.
5.4.2.2. Pltyny, szampony

W 100 ml kolbie z korkiem zwazy¢ z doktadnoscia do 0,001 g probke analitycznag
(m gramoéw) w ilosci odpowiadajacej przewidywanej ilosci okoto 500 pg
formaldehydu. Uzupetni¢ do 100 ml faza ruchoma (5.2.16.). Przesaczy¢ roztwor
przez filtr (5.3.6.) 1 wstrzyknaé¢ lub przepusci¢ przez tadunek filtru (5.3.7.)
kondycjonowany tak jak poprzednio (5.4.2.1.). Przed ponownym kondycjonowaniem
uktadu nalezy przepusci¢ przez filtr wode, aby uniknaé rekrystalizacji. Wszystkie
roztwory musza by¢ wstrzykiwane bezposrednio po przygotowaniu.

5.4.3. Warunki chromatograficzne:

a) szybko$¢ przeptywu fazy ruchomej: 1 ml/min,

b) szybkos¢ przeptywu odczynnika: 0,5 ml/min,

c) catkowita szybko$¢ przeptywu przy wylocie z detektora: 1,5 ml/min,

d) wstrzykiwana objetos¢: 10 pl,

e) temperatura eluowania: w przypadku trudnosci w rozdziale nalezy zanurzy¢
kolumne w tazni lodowo-wodnej 1 poczeka¢ 15-20 minut na ustabilizowanie si¢
temperatury,
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f) temperatura reakcji po kolumnie: 100 °C,
g) detekcja: 420 nm.
Caly uktad chromatograficzny tacznie z reaktorem po kolumnie musi by¢ przeptukany
woda po uzyciu (5.2.1.). Jesli uktad nie jest uzywany dtuzej niz w ciggu dwoch dni, to
po plukaniu woda nalezy uktad przeptuka¢ metanolem (5.2.7.). Przed ponownym
kondycjonowaniem nalezy uktad przeptuka¢ woda, aby unikna¢ krystalizacji.
5.5. Obliczenia
Emulsje: (5.4.2.1.):
zawarto$é Cx10°x 100 cx10*
formaldehydu w % (m/m) = =
Sm Sm

Ptyny, szampony:

zawarto$é Cx10%x 100 cx10*
formaldehydu w % (m/m) = =
m m

gdzie:
m — masa analizowanej probki w g (5.4.2.1.),
C — stezenie formaldehydu wg pg/100 ml odczytane z krzywej wzorcowej (5.4.1.).
5.6. Powtarzalnos¢
Dla zawarto$ci formaldehydu 0,05 % réznica pomigdzy wynikami dwoch rownoleglych
oznaczen wykonanych dla tej samej probki nie powinna przekraczaé¢ 0,001 %.
Dla zawartosci formaldehydu 0,2 % réznica pomiedzy wynikami dwdch rownoleglych
oznaczen wykonanych dla tej samej probki nie powinna przekraczaé 0,005 %.

Dodatek 1
Instrukcja wykonania ,,splotu francuskiego”

Wymagane przybory:

a) jedna drewniana szpula o Srednicy zewngtrznej 5 cm z otworem o Srednicy 1,5 cm
przechodzacym przez srodek. Umiesci¢ cztery stalowe gwozdzie (Jak pokazano na rys. 1
1 2). Odlegto$¢ migdzy dwoma gwozdziami musi wynosi¢ 1,8 cm, a gwozdzia od otworu
0,5 cm (rys. 2),

b) jedna sztywna igta (w formie rozwidlonego haczyka) dla zaczepienia rurki teflonowe;j,

c) rurka teflonowa dtugosci 5 m o srednicy zewngtrznej 1,6 mm 1 srednicy wewngtrznej 0,3 mm.

Procedura

Dla rozpoczgcia ,,splotu francuskiego” nalezy przeprowadzi¢ rurke teflonowa od gory do
dotu przez otwor szpuli (pozostawiajac okoto 10 cm rurki wystajacej z dolnego konca szpuli,
aby umozliwi¢ tworzenie tancucha podczas procesu wykonywania splotu); nastgpnie nawing¢
rurke na gwozdzie, jak pokazano na rys. 3. Gora i dot splotu francuskiego beda chronione
metalowymi pierscieniami 1 Srubami, nalezy uwaza¢, aby nie zgnie$s¢ rurki teflonowe;j
podczas zaciskania splotu. Nawing¢ rurke dookota kazdego gwozdzia po raz drugi i zrobié
,oczka” nastgpujaco: podnies¢ dolng rurke nad goérng za pomoca haczyka (patrz rys. 4).
Powtérzy¢ te czynnosci z kazdym gwozdziem w kolejnosci (1, 2, 3, 4 w kierunku
przeciwnym do kierunku wskazowek zegara) do momentu uzyskania 5 m lub wymaganej
dhugosci splotu.

Pozostawi¢ okoto 10 cm rurki na zamknigcie tancucha. Przewlec rurke przez kazda z
czterech petli 1 przeciagna¢ delikatnie w celu zamknigcia konca tancucha.
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1cm

Rys. 3
Pierwsza rurka

10cm

Rys. 4
Druga rurka. Aby utworzy¢ ,,Scieg”,

| nalezy unies¢ nizszq rurke (linia ciagta) nad
druga rurke (linia przerywana)

T— — G — Gm— Sm— G— ow—  —  avwn  w—  omwws o  ww—  ww—  ww——

- Scm -

Rys. 1
Schematyczny wykres szpuli

A40°

Rys. 5

Rys. 2
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Dodatek 2

1. Pompa HPLC

2. Zawor zastrzykowy do wprowadzania probki

3. Kolumna z kolumna wstepnag

4. Pompa dla odczynnika

5. Lacznik T(vortex)

S'. Lacznik T-ksztattny bez martwej objetosci

6-6'. Potaczenie bez martwej objetosci

7. Splot francuski

7'. Reaktor

8. Trojszyjna kolba z wrzacq woda

9. Plaszcz grzewczy dla kolby

10. Chtlodnica

11. Rurka wymiennika ciepta ze stali kwasoodporne;j
12. Detektor w zakresie promieniowania UV 1 widzialnego
13. Zestaw po kolumnie PCRS-520

5.3.6

eluent odczynniki

Rys. 6
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Identyfikowanie i potilosciowe oznaczanie wybranych
barwnikow utleniajacych w farbach do wlosow

1. Cel i zakres
Metoda jest odpowiednia do identyfikowania 1 potilosciowego oznaczania nastgpujacych
substancji w farbach do wtosow w postaci kremu lub ptynu:

Substancje Symbol
Fenylenodiaminy
o-fenylenodiamina (OPD)
m-fenylenodiamina (MPD)
p-fenylenodiamina (Aneks V Dyrektywy Kosmetycznej) (PPD)
Metylofenylenodiaminy
4-metylo-1,2-fenylenodiamina (3,4-diaminotoluen) (OTD)
4-metylo-1,3-fenylenodiamina (2,4-diaminotoluen) (MTD)
2-metylo-1,4-fenylenodiamina (2,5-diaminotoluen) (PTD)
Diaminofenole
2,4-diaminofenol (DAP)
Hydrochinon
1,4-benzenodiol (H)
o-naftol (a-N)
Pirogallol
1,2,3-trihydroksybenzen (P)
Rezorcyna
1,3-dihydroksybenzen (R)
2. Zasada

Barwniki utleniajace ekstrahuje si¢ z farb w postaci kremu lub ptynu 96 % etanolem przy
pH 10 1 identyfikuje metoda chromatografii cienkowarstwowej, jedno- i dwukierunkowe;.
Dla poétilosciowego oznaczania tych substancji chromatogramy prdobek otrzymane za
pomoca czterech uktadow rozwijajacych sa poréwnywalne z chromatogramami
substancji odniesienia otrzymanymi w tym samym czasie i w warunkach tak podobnych,
jak jest to mozliwe.

3. Odczynniki
Wszystkie odczynniki powinny by¢ czystosci analitycznej

3.1. Bezwodny etanol

3.2. Aceton

3.3. Etanol, 96 % (v/v)

3.4. Roztwoér amoniaku, 25 % (d3’=0,91)

3.5. Kwas L(+)askorbinowy

3.6. Chloroform

3.7. Cykloheksan

3.8. Azot techniczny

3.9. Toluen

3.10. Benzen

3.11. n-Butanol

3.12. Butan-2-ol

3.13. Kwas podfosforawy, roztwor 50 % (v/v)
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3.14. Odczynniki do diazowania, jeden z dwoch do wyboru:
a) chlorobenzenosulfonian 3-nitrobenzenodiazoniowy (stabilizowany w postaci soli),
taki jak odczynnik Red 2 NJ Francolor,
b) 2-naftalenosulfonian 2-chloro-4-nitrobenzenodiazoniowy (stabilizowany w postaci
soli), taki jak odczynnik NNCD Reagent Nr 74150 Fluka lub rownowazny.
3.15. Azotan (V) srebra
3.16. Aldehyd p-dimetyloaminobenzoesowy
3.17. 2,5-dimetylofenol
3.18. Chlorek zelaza heksawodny
3.19. Kwas chlorowodorowy, roztwor 10 % m/v
3.20. Substancje odniesienia
Substancje odniesienia przedstawiono w ustepie 1 ,,Cel i zakres”. W przypadku
zwigzkow aminowych, substancja odniesienia moga by¢ chlorowodorek (mono- lub di-)
lub wolna zasada.
3.21. Roztwory odniesienia 0,5 % (m/v)
Przygotowuje si¢ 0,5 % (m/v) roztwory wszystkich substancji odniesienia podanych w
punkcie 3.20. Odwazy¢ 50 mg =1 mg substancji odniesienia w 10 ml kolbie miarowej. Dodaé
5 ml 96 % etanolu (3.3.), 250 mg kwasu askorbinowego (3.5.) 1 wymieszaé. Zalkalizowac,
dodajac roztwor amoniaku (3.4.) do uzyskania wyraznego odczynu o pH 10 (zbadaé
papierkiem wskaznikowym). Uzupeti¢ 96 % etanolem (3.3.) do 10 ml i wymieszac.
Roztwory mozna przechowywac w ciagu tygodnia w chtodnym miejscu bez dostgpu Swiatta.
W pewnych przypadkach, po dodaniu kwasu askorbinowego i amoniaku, moze wytracac si¢
osad. Nalezy wowczas pozwoli€ na jego osadzenie przed zastosowaniem.
3.22. Rozpuszczalniki rozwijajace
3.22.1. Aceton-chloroform-toluen (35:25:40 obj.)
3.22.2. Chloform-cykloheksan-etanol absolutny-25 % amoniak (80:10:10:1 obj.)
3.22.3. Benzen-butan-2-ol - woda (50:25:25 obj.)
Wytrzasa¢ dobrze i stosowaé goérng faze po rozdzieleniu w temperaturze pokojowe;j
(20 do 25 °C).
3.22.4. n-Butanol-chloroform - odczynnik M (7:70:23 obj.)
Rozdziela¢ starannie w temperaturze pokojowej (20 do 25 °C) 1 stosowac dolng faze.
Przygotowanie odczynnika M:

25 % (v/v) roztwor amoniaku 24 objetosci
50 % kwas podfosforawy (3.13.) 1 objetos¢
woda 75 objetosci

Rozpuszczalniki rozwijajace zawierajace amoniak nalezy dobrze wytrzasadé
bezposrednio przed uzyciem.

3.23. Rozpylane roztwory wywotujace

3.23.1. Odczynnik do diazowania
Przygotowacé 5 % (m/v) wodny roztwdr wybranego odczynnika (3.14.). Roztwor ten
nalezy przygotowac bezposrednio przed uzyciem.

3.23.2. Odczynnik Ehrlicha
Rozpusci¢ 2 g aldehydu p-dimetyloaminobenzoesowego (3.16.) w 100 ml 10 % (m/v)
wodnego roztworu kwasu chlorowodorowego (3.19.).

3.23.3. 2,5-dimetylofenol - heksawodny chlorek zelaza
Roztwor 1: Rozpusci¢ 1 g dimetylofenolu (3.17.) w 100 ml 96 % etanolu (3.3.)
Roztwor 2: Rozpusci¢ 4 g szeSciowodnego chlorku Zelaza (3.18.) w 100 ml 96 %
etanolu (3.3.)
Do wywotywania nalezy te roztwory rozpyla¢ oddzielnie, najpierw roztwor 1,
nastgpnie roztwor 2.
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3.23.4.

4.
4.1.
4.1.1.

4.1.2.

4.2.
4.3.

5.1

Amoniakalny azotan (V) srebra

Do 5 % (m/v) wodnego roztworu azotanu (V) srebra (3.15.) dodaje si¢ 25 % amoniak
az do rozpuszczenia osadu. Odczynnik ten musi by¢ przygotowany bezposrednio
przed uzyciem. Nie nalezy go przechowywac.

Aparatura
Standardowe wyposazenie laboratoryjne do chromatografii cienkowarstwowe;.

Ostona z tworzywa lub szklana — tak skonstruowana, aby azot mogt optywac plytke
chromatograficzna podczas nanoszenia kropli probek i1 suszenia. Ostroznos¢ ta jest
konieczna ze wzgledu na podatno$¢ pewnych barwnikéw na utlenianie.
Mikrostrzykawka 10 pl, kalibrowana z podziatkami 0,2 pl, z okraglo zakonczong igla
lub lepiej 50 pl wielokrotny dozownik, zmontowany na statywie srubowym w taki
sposob, ze ptytka moze by¢ utrzymywana w atmosferze azotu.

. Cienkowarstwowe ptytki krzemionkowe gotowe do stosowania, o grubosci 0,25 mm,

o wymiarach 20 x 20 cm (firmy Macherey and Nagel, Silica G-HR, ktére maja
podtoze tworzywowe lub réwnowazne).

Wirowka 4 000 obrotow/minute

Probéwki do wirdwki, 10 ml z korkiem gwintowanym pokryte PTFE lub réwnowazne.
Procedura

Przygotowanie probek

Odrzuca¢ pierwsze 2 lub 3 cm kremu wycisnigtego z tuby. Umiesci¢ nastgpujace
materialty w proboéwce wirowki (4.3.) uprzednio przeptukanej azotem; 300 mg kwasu
askrobinowego, z 3 g kremu lub 3 g homogenizowanego ptynu. Doda¢ kroplami 25 %
amoniak (3.4.) do uzyskania pH 10.

Uzupetni¢ 96 % etanolem (3.3.) do 10 ml. Homogenizowa¢ w atmosferze azotu (3.8.),
zamkna¢ 1 nast¢pnie wirowaé przy 4 000 obrotdw/minute w ciagu 10 minut. Do
analizy stosowac ciecz znajdujaca si¢ na gorze.

5.2. Chromatografia

5.2.1.

Nanoszenie kropli na phytki

W atmosferze azotu (3.8.) nanie$¢ na plytke chromatograficzng (4.1.3.) po 1 pul
wszystkich opisanych powyzej roztworow odniesienia w dziewigciu punktach
umieszczonych w odlegtosci po okoto 1,5 cm wzdhuz linii znajdujacej si¢ Srednio 1,5 cm
od krawedzi ptytki. Naniesienia roztworow odniesienia nalezy rozmiesci¢ nastepujaco:

1 2 3 4 5 6 7 8 9
R P H PPD DAP PTD OPD OTD MPD
MTD | a-N
Dodatkowo nanies¢ w punktach 10 1 11 odpowiednio po 2 pl probek badanych
roztworéw otrzymanych zgodnie z opisem w punkcie 5.1. Utrzymywac plytke w
atmosferze azotu az do chwili, kiedy jest podana rozdziatowi chromatograficznemu.
5.2.2. Rozwijanie
Umiesci¢ ptytke w komorze uprzednio przeptukanej azotem (3.8.) wysyconej jednym
z czterech rozpuszczalnikow (3.22.) 1 pozostawi¢ do rozwijania w temperaturze
pokojowej (20 do 25°C), w ciemnosci do chwili, kiedy czoto rozpuszczalnika
osiagnie wysokos$¢ okoto 15 cm od linii bazowe;.
Wyjaé ptytke z komory 1 suszy¢ w atmosferze azotu (3.8.) w temperaturze pokojowej.
5.2.3. Spryskiwanie

Spryska¢ plytke bezzwtocznie jednym z czterech rozpuszczalnikow wymienionych w
punkcie 3.23.

Poz. 2106




Dziennik Ustaw Nr 206 — 14410 — Poz. 2106

5.2.4. ldentyfikowanie
Porowna¢ wartosci Ry i barwy otrzymanych plam z tymi otrzymanymi dla substancji
odniesienia poddanych chromatograficznemu rozdziatowi. Tabela I podaje przyktady
wartosci Ry i barwy dla kazdej substancji zaleznie od stosowanych rozpuszczalnikéw
1 srodkdw wywotujacych. Potwierdzenie watpliwego identyfikowania mozna czasem
uzyska¢ metoda wzorca wewnetrznego, dodajac roztwor odpowiedniej substancji
odniesienia do ekstraktu probki.

5.2.5. Ocena potilosciowa
Poréwnaé¢ wizualnie intensywnos$¢ plam dla kazdej substancji identyfikowanej w
punkcie 5.2.4. z odpowiednim zakresem st¢zen substancji odniesienia. Jesli stezenie
jednej lub wiecej substancji znalezionych w probce jest zbyt wysokie, rozcienczy¢
ekstrakt prébki i powtdrzy¢ pomiar.
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6. Badanie metoda dwukierunkowej chromatografii cienkowarstwowej
Procedura chromatografii dwukierunkowej wymaga uzycia dodatkowych substancji
standardowych i odczynnikéw

6.1. Dodatkowe roztwory i substancje odniesienia

6.1.1. B-naftol (B-N)

6.1.2. 2-aminofenol (OAP)

6.1.3. 3-aminofenol (MAP)

6.1.4. 4-aminofenol (PAP)

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

6.1.6. 4-nitro-1,2-fenylenodiamina (4-NOPD)

Przygotowac 0,5 % (m/v) roztwordéw wszystkich dodatkowych substancji odniesienia,
jak opisano w punkcie 3.21.

6.2. Dodatkowy rozpuszczalnik rozwijajacy

6.2.1. Octan etylu-cykloheksan-25 % roztwdr amoniaku (65:30:0,5 obj.)

6.3. Dodatkowy uktad wywotujacy

Umiesci¢ szklane naczynie w komorze do chromatografii cienkowarstwowej, dodaé
okoto 2 g krysztatow jodu 1 zamkna¢ komorg odpowiednig pokrywka.

6.4. Chromatografia

6.4.1. Narysowa¢ dwie linie (rys. 1) na powierzchni adsorbenta ptytki cienkowarstwowej
(4.1.3.).

6.4.2. W atmosferze azotu (4.1.1.) nanies¢ 1 do 4 pl ekstraktu (5.1.) w punkcie bazowym 1
(rys. 1), ktéry znajduje si¢ w odlegltosci 2 cm od obu krawedzi. I1o$§¢ naniesionego
ekstraktu zalezy od intensywnosci plam na chromatogramach (5.2.).

6.4.3. Miedzy punktami 2 i 3 rozdziela¢ (rys. 1) barwniki utleniajace zidentyfikowane lub
uwazane za zidentyfikowane przez rozdziat chromatograficzny (5.2.) (odlegtos¢
migdzy punktami wynosi 1,5 cm). Nanosi¢ po 2 pl wszystkich roztwordéw odniesienia,
z wyjatkiem DAP, ktory trzeba nanies¢ w ilosci 6 pl. Dziatania prowadzi¢ w
atmosferze azotu (6.4.2.).

6.4.4. Powtdrzy¢ operacj¢ z punktu 6.4.3. w punktach bazowych 4 1 5 (rys. 1) 1 utrzymywac
ptytke w atmosferze azotu az do chwili rozpoczecia rozdziatu chromatograficznego
(odlegtos¢ miedzy punktami wynosi 1,5 cm).

6.4.5. Przeptuka¢ komore chromatograficzng azotem (3.8.) i umiesci¢ w niej odpowiednig
ilo$¢ rozpuszczalnika rozwijajacego (3.22.2). Umiesci¢ ptytke (6.4.4.) w komorze
1 rozwija¢ ja w ciemnosci w pierwszym kierunku elucji (rys. 1). Eluowaé¢ do chwili,
kiedy czoto rozpuszczalnika osiagnie lini¢ zaznaczong na ptytce (okoto 13 cm).

6.4.6. Wyjac plytke z komory i umiesci¢ ja w komorze chromatograficznej przeplukanej
uprzednio azotem przez co najmniej 60 minut, aby odparowaé rozpuszczalnik
eluujacy.

6.4.7. Za pomoca kalibrowanej probowki wprowadzi¢ odpowiednia ilo$¢ rozpuszczalnika
eluujacego (6.2.) do komory przeptukanej azotem (3.8.), umiesci¢ plytke¢ obrocona
0 90° w komorze (6.4.6.), wprowadzi¢ rozdziat chromatograficzny w drugim kierunku
(réwniez w ciemnosci) do chwili, kiedy czoto rozpuszczalnika osiagnie linig¢
narysowang na powierzchni adsorbenta. Wyja¢ plytke z komory 1 odparowaé
rozpuszczalnik eluujacy na powietrzu.

6.4.8. Umiesci¢ plytke w komorze chromatograficznej wysyconej parami jodu (6.3.) na
10 minut i interpretowa¢ dwukierunkowy chromatogram, korzystajac z wartosci Ry
1 waloréw barwy substancji odniesienia rozdzielanych chromatograficznie w tym
samym czasie (tabela II stanowi przewodnik po wartosci Ry i walorach barw).

Uwaga. Dla otrzymania maksymalnego wybarwienia plam nalezy pozostawié
chromatogram wystawiony na dziatanie powietrza w ciagu pot godziny po rozwinigciu.
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6.4.9. Obecnos¢ barwnikow utleniajacych stwierdzong w punkcie 6.4.8. mozna wyraznie
potwierdzi¢ przez powtodrzenie operacji opisanych w punktach od 6.4.1. do 6.4.8.
1 dodanie w 1 punkcie bazowym do ilosci ekstraktu podanej w punkcie 6.4.2. 1 ml
substancji odniesienia zidentyfikowanej w punkcie 6.4.8. Jesli nie zostanie znaleziona
dodatkowa plama w pordwnianiu z chromatogramem otrzymanym wedtug punktu

6.4.8., interpretacja chromatogramu z punktu 6.4.8. jest prawidlowa.

Tabela I1. Barwa substancji odniesienia po procesie chromatografii i wywotaniu parami jodu

Substancja odniesienia

Barwa po wywotaniu

parami jodu
R bezowa
P brazowa
alfa-N fioletowa
beta-N bladobragzowa
H fioletowo-brazowa
MPD zoltawobrazowa
PPD fioletowo-brazowa
MTD ciemnobrazowa
PTD zoltawobrazowa
DAP ciemnobrazowa
OAP pomaranczowa
MAP zoltawobrazowa
PAP fioletowo-brazowa
2-NPPD brazowa
4-NOPD pomaranczowa
Kierunek 1T
:
5 em j 15 cm
l :
4
13 em %
N
15 cm
S o
2cm
v S S
DN P B e T,

Rys 1.
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Identyfikacja i oznaczanie kwasu szczawiowego i jego soli
alkalicznych w §rodkach do pielegnacji wtosow

I. Cel i zakres metody
Opisana ponizej metoda jest odpowiednia do identyfikacji 1 oznaczania kwasu
szczawiowego 1 jego soli alkalicznych w §rodkach do pielegnacji wtoséw. Moze by¢ ona
stosowana dla bezbarwnych wodnych/alkoholowych roztworéw 1 pltyndw, ktore
zawieraja okolo 5% kwasu szczawiowego lub réwnowazna ilos¢ alkalicznych
szczawianow.

2. Definicja
Zawarto$¢ kwasu szczawiowego lub jego soli alkalicznych oznaczona wedtug tej metody
jest wyrazona jako zawarto§¢ w procentach masowych m/m wolnego kwasu
szczawiowego w probcee.

3. Zasady
Po usunigciu wszystkich obecnych anionowych srodkow powierzchniowo czynnych
chlorowodorkiem p-toluidyny, kwas szczawiowy i/lub szczawiany wytracane sa jako
szczawian wapnia, po czym roztwor jest przesaczany. Osad jest rozpuszczany w kwasie
siarkowym 1 miareczkowany roztworem manganianu (VII) potasu.

4. Odczynniki
Wszystkie odczynniki powinny by¢ czystosci analitycznej

4.1. 5 % (m/m) roztwdr octanu amonu,

4.2. 10 % (m/m) roztwor chlorku wapnia,

4.3. 95 % (v/v) etanol,

4.4. tetrachlorek wegla,

4.5. eter dietylowy,

4.6. 6-8 % (m/m) roztwoér dichlorowodorku p-toluidyny,

4.7. 0,1 N roztwér manganianu (VII) potasu,

4.8. 20 % (m/m) kwas siarkowy,

4.9. 10 % (m/m) kwas chlorowodorowy,

4.10. triwodny octan sodu,

4.11. kwas octowy lodowaty,

4.12. kwas siarkowy (1:1),

4.13. nasycony roztwor wodorotlenku baru.

5. Aparatura

5.1. rozdzielacze 500 ml

5.2. zlewki 50 i 600 ml

5.3. tygle z filtrem szklanym G-4

5.4. cylindry miarowe 251 100 ml

5.5. pipety 10 ml

5.6. kolby ssawkowe 500 ml

5.7. prozniowa pompa wodna (smoczek parowy)

5.8. termometr o zakresie skali 0—100 °C

5.9. mieszadlo magnetyczne z elementem grzewczym

5.10. prety magnetyczne pokryte teflonem

5.11. biureta 25 ml

5.12. kolby stozkowe 250 ml.

6. Procedura

6.1. Odwazy¢ 6-7 g prébki do zlewki o pojemnosci 50 ml, doprowadzi¢ do pH 3

rozcienczonym kwasem chlorowodorowym (4.9.) 1 my¢ w rozdzielaczu 100 ml wody
destylowanej. Dodawa¢ stopniowo 25 ml etanolu (4.3.), 25 ml roztworu
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dichlorowodorku p-toluidyny (4.6.) 1 25 do 30 ml tetrachlorku wegla (4.4.) 1 energicznie
wytrzasa¢ mieszaning.

6.2. Po rozdzieleniu faz usuna¢ dolng (organiczna) faze, powtorzy¢ ekstrakcje, uzywajac
reagentow podanych w punkcie 6.1. 1 znowu usung¢ faz¢ organiczna.

6.3. Przela¢ wodny roztwor do zlewki o pojemnosci 600 ml i usunal obecny jeszcze
tetrachlorek wegla przez ogrzewanie roztworu do wrzenia.

6.4. Doda¢ 50 ml roztworu octanu amonu (4.1.), doprowadzi¢ roztwoér do wrzenia (5.9.)
1 wmiesza¢ 10 ml goracego roztworu chlorku wapnia (4.2.) do wrzacego roztworu;
pozwoli¢ wytraci¢ si¢ osadowi.

6.5. Sprawdzi¢, czy wytracenie osadu jest catkowite, dodajac kilka kropli roztworu chlorku
wapnia (4.2.), pozostawi¢ do schtodzenia do temperatury pokojowej 1 nastgpnie
wmiesza¢ do 200 ml etanolu (4.3.); (5.10.) pozostawi¢ do odstania na 30 minut.

6.6. Przesaczy¢ ciecz przez tygiel z filtrem szklanym (5.3.), przenie$¢ osad z mata iloscia
goracej wody (50 do 60 °C) do tygla z filtrem szklanym 1 my¢ osad zimna woda.

6.7. Przemy¢ osad pigc razy matg iloscig etanolu (4.3.) 1 potem pigc razy matlg iloScig eteru
etylowego (4.5.) i rozpusci¢ osad w 50 ml goracego kwasu siarkowego (4.8.) przez
przeciaganie tego ostatniego przez szklany filtr tygla pod zmniejszonym ci$nieniem.

6.8. Przenies¢ roztwdr bez strat do kolby stozkowej (5.12.) 1 miareczkowaé roztworem
manganianu (VII) potasu (4.7.) az do wystapienia jasnor6zowego zabarwienia.

7. Obliczenia

Zawarto$¢ kwasu szczawiowego w probce wyrazona jako procent masowy oblicza si¢ ze
wzoru:

A x4,50179 x 100

% kwasu szczawiowego =
E x 1 000

w ktorym:
A oznacza zuzyty 0,1 N roztwér manganianu (VII) potasu zmierzony zgodnie z pkt 6.8,
E oznacza mas¢ probki analitycznej wyrazong w gramach (6.1.),
4,50179 oznacza wspdtczynnik przeliczeniowy kwasu szczawiowego.
8. Powtarzalnos$¢
Dla zawartosci kwasu szczawiowego wynoszacej okoto 5 % roznica pomiedzy wynikami
z dwoch réwnolegle prowadzonych analiz na tej samej probce nie powinna przekraczac
wartosci bezwzglednej 0,15 %.

9. Identyfikowanie

9.1. Zasady

Kwas szczawiowy 1/lub szczawiany wytracane sa w postaci szczawianu wapnia
1 rozpuszczane w kwasie siarkowym. Do roztworu dodaje si¢ niewielka ilo$¢ roztworu
manganianu (VII) potasu, ktory odbarwia si¢ 1 powoduje tworzenie si¢ ditlenku wegla.
Kiedy powstaty ditlenek wegla przechodzi przez roztwér wodorotlenku baru, tworzy si¢
biaty osad (zmetnienie) weglanu baru.

9.2. Procedura

9.2.1. Podda¢ prébke przeznaczona do analizy dziataniu opisanemu w punktach od 6.1. do
6.3.; usunie ono kazdy obecny srodek powierzchniowo czynny.

9.2.2. Doda¢ na czubku topatki octanu sodu (4.10.) do okoto 10 ml roztworu otrzymanego
zgodnie z pkt 9.2.1. 1 zakwasi¢ roztwor kilkoma kroplami kwasu octowego
lodowatego (4.11.).

9.2.3. Doda¢ 10 % roztwdr chlorku wapnia (4.2.) 1 przesaczy¢. Rozpusci¢ osad szczawianu
wapnia w 2 ml kwasu siarkowego (1:1) (4.12.).
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9.2.4. Przenie$¢ roztwdr do probdéwki, doda¢ kroplami okoto 0,5 ml 0,1 N roztworu
manganianu (VII) potasu (4.7.) 1 przesaczy¢. Jezeli szczawian jest obecny, roztwor
odbarwia si¢ najpierw stopniowo, pdzniej gwattownie.

9.2.5. Bezposrednio po dodaniu manganianu (VII) potasu umiesci¢ odpowiednia szklang
rurke z korkiem nad probowka, ogrzewac lekko zawartos¢ i zbieraé powstajacy
ditlenek wegla w nasyconym roztworze wodorotlenku baru (4.13.). Pojawienie si¢ po
trzech do pigciu minutach mlecznego zmetnienia weglanu baru §wiadczy o obecnosci
kwasu szczawiowego.

Oznaczanie chloroformu w pascie do z¢bdéw

I. Cel 1 zakres metody
Metoda ta jest stosowana do oznaczania chloroformu w pascie do zgbow za pomoca
chromatografii gazowej. Metoda ta jest odpowiednia do oznaczania chloroformu na
poziomie 5 % lub ponizej.
2. Definicja
Zawarto$¢ chloroformu oznaczona ta metoda jest wyrazona jako procent masowy w
wyrobie.
3. Zasady
Otrzymuje si¢ zawiesing pasty do zebow w mieszaninie dimetyloformamidu/metanolu,
do ktorej dodaje si¢ znang ilo$¢ acetonitrylu jako wzorzec wewnetrzny. Po odwirowaniu
proby faza ciekta jest analizowana metoda chromatografii gazowej 1 obliczana jest
zawartos¢ chloroformu.
4. Odczynniki
Wszystkie odczynniki powinny by¢ czystosci analityczne;.
4.1. Porapak Q, Chromosorb 101 lub rownowazny, 80 do 100 mesh
4.2. Acetonitryl
4.3. Chloroform
4.4. Dimetyloformamid
4.5. Metanol
4.6. Roztwdr wzorca wewngtrznego
Do 50 ml kolbki miarowej doda¢ pipeta 5 ml dimetyloformamidu (4.4.) 1 doda¢ okoto
300 mg (M mg) acetonitrylu, dokladnie odwazonego. Uzupelni¢ do kreski
dimetyloformamidem 1 wymieszac.
4.7. Roztwdr do oznaczania wzglednego wspotczynnika odpowiedzi
Do 10 ml kolbki miarowej dodac pipeta doktadnie 5 ml roztworu wzorca wewngtrznego
(4.6.) 1 doda¢ okoto 300 mg (M; mg) chloroformu, doktadnie odwazonego. Uzupetnic¢
do kreski dimetyloformamidem 1 wymieszac.
5. Aparatura i wyposazenie
5.1. Waga analityczna
5.2. Chromatograf gazowy z detektorem ptomieniowo-jonizacyjnym
5.3. Mikrostrzykawka pojemnosci 5 do 10 pl 1 kalibracji co 0,1 pl
5.4. Pipety ze zbiornikiem gruszkowym pojemnosci 1, 41 5 ml
5.5. Kolby miarowe 10 1 50 ml
5.6. Probowki, okoto 20 ml, z nakretka, Sovirel France nr 20 lub rownowazne. Nakretka ma
wewnetrzng ptytke uszezelniajaca, pokryta z jednej strony teflonem

5.7. Wirowka.
6. Procedura
6.1. Odpowiednie warunki chromatografii gazowe;j
6.1.1. Materiat kolumny: szkto
dhugos¢: 150 cm
Srednica wewnetrzna: 4 mm

Srednica zewng¢trzna: 6 mm
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6.1.2. Wypehi¢ kolumn¢ wypekieniem Porapak Q, Chromosorb 101 lub réwnowaznym 80
do 100 mesh (4.1.) za pomoca wibratora.

6.1.3. Detektor ptomieniowo-jonizacyjny: nalezy nastawi¢ jego czutos¢ tak, aby przy
wprowadzeniu 3 pl roztworu wedtug 4.7. wysokos$¢ piku acetonitrylu wynosita okoto
trzech czwartych petnego zakresu wysokosci piku.

6.1.4. Gazy:

Nosnik azot, szybkos$¢ przeptywu 65 ml/min
Pomocniczy: nastawi¢ przeptyw gazow do detektora tak, aby przeplyw powietrza lub
tlenu byt pig¢ do dziesigciu razy wigkszy niz wodoru.

6.1.5. Temperatury:

dozownik: 210 °C
detektor: 210 °C
piec kolumny: 175 °C

6.1.6. Szybkos¢ przesuwu papieru: okoto 100 cm na godzing.
6.2. Przygotowanie probki
Pobra¢ probke do analizy z nieotwieranej tubki. Usungé jedna trzeciq zawartosci,
zatozy¢ z powrotem nakretke na tube, wymieszaé starannie w tubie i nastgpnie pobraé
probke analityczna.
6.3. Oznaczenie
6.3.1. Do probowki z nakretka (5.6.) odwazy¢ 6 do 7 g (Mog) z doktadnoscia do 10 mg pasty
do zgbdw, przygotowanej zgodnie z punktem 6.2., 1 doda¢ trzy mate szklane ziarenka.
6.3.2. Do probowki doda¢ pipeta doktadnie 5 ml roztworu wzorca wewngtrznego (4.6.), 4 ml
dimetyloformamidu (4.4.) i 1 ml metanolu (4.5.), zamkna¢ probowke 1 wymieszacd.
6.3.3. Wytrzasna¢ zamknieta probowke w mechanicznej wytrzasarce w ciagu pot godziny
1 odwirowa¢ ja w ciagu 15 minut z taka szybkoscia, aby otrzymaé wyrazny rozdziat
faz.
Uwaga: czasami zdarza si¢, ze faza ciekla jest metna po wirowaniu. Pewna poprawe
mozna uzyska¢ przez: dodanie 1 do 2 g chlorku sodowego do fazy ciekle;j,
pozostawienie do odstania i ponowne odwirowanie.
6.3.4. Wprowadzi¢ do chromatografu 3 pl tego roztworu (6.3.3.) w warunkach opisanych w
punkcie 6.1. Powtdrzy¢ t¢ operacje w warunkach opisanych powyzej, mozna podad
nastepujace czasy retencji jako wartosci orientacyjne:

Metanol srednio 1 minuta
Acetonitryl srednio 2—5 minut
Chloroform $rednio 6 minut
Dimetyloformamid >15 minut.

6.3.5. Oznaczenie wzglednego wspotczynnika odpowiedzi. Wprowadzi¢ 3 pl roztworu (4.7.)
dla oznaczenia tego wspotczynnika. Powtorzy¢ operacje. Oznaczaé wzgledny
wspdtezynnik odpowiedzi codziennie.

7. Obliczenia

7.1.  Obliczenie wzglednej odpowiedzi

7.1.1. Zmierzy¢ wysokos¢ 1 szerokos¢ w potowie wysokosci pikdw acetonitrylu
1 chloroformu 1 obliczy¢ powierzchnie obu pikdéw, zgodnie z wzorem: wysokos$¢ x
szeroko$¢ w potowie wysokosci.

7.1.2. Oznaczy¢ powierzchnie pikéw acetonitrylu 1 chloroformu w chromatogramie,
otrzymanym zgodnie z punktem 6.3.5., i obliczy¢ wzgledna odpowiedz fs za pomoca
nastepujacego wzoru:
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AsxMi Asx1/10M

fs = =
Ms x Ai Al x M,
w ktorym:
fs — wspotczynnik wzglednej odpowiedzi dla chloroformu,
As — powierzchnia piku chloroformu (6.3.5.),
Ai — powierzchnia piku acetonitrylu (6.3.5.),
Ms — ilo$¢ chloroformu w mg na 10 ml roztworu omdéwionego w punkcie
6.3.5. =M)),
Mi — ilos¢ acetonitrylu w mg na 10 ml roztworu omowionego w punkcie

6.3.5. (= 1/10 M).
Obliczy¢ $rednig z otrzymanych wynikow.
7.2.  Obliczenie zawartosci chloroformu
7.2.1. Obliczy¢ zgodnie z punktem 7.1.1. powierzchnie pikéw chloroformu i acetonitrylu na
chromatogramie otrzymanym w procedurze opisanej w punkcie 6.3.4.
7.2.2. Obliczy¢ zawartos¢ chloroformu w pascie do zgbow za pomoca nastgpujacego wzoru:

As x Mi AsxM
%X = x 100 % =
fs x My x Ai fs x A1 x My x 100

w ktorym:

%X — zawartos$¢ chloroformu w pascie do zebow, wyrazona jako procent masowy,

As — powierzchnia piku chloroformu (6.3.5.),

Ai — powierzchnia piku acetonitrylu (6.3.5.),

Mgy — masa w mg probki omdéwionej w punkcie 6.3.1. (=1 000 x M),

Mi - ilo$¢ acetonitrylu w mg na 10 ml roztworu otrzymanego zgodnie z

punktem 6.3.2. (=1/10 M).
Obliczy¢ srednia oznaczong zawartos¢ 1 przedstawi¢ wynik z doktadnos$cia do 0,1 %.
8. Powtarzalnos$¢

Dla zawarto$ci chloroformu wynoszacej okoto 3 % rdéznica migdzy wynikami dwoch
rownolegtych oznaczen wykonanych dla tej samej probki nie powinna przekroczy¢
bezwzglednej wartosci 0,3 %.

Oznaczanie cynku

1. Cel i zakres metody
Metoda ta jest odpowiednia do oznaczania cynku w kosmetykach, wystepujacego jako
chlorek, siarczan lub 4-hydroksybenzenosulfonian lub jako potaczenie kilku z tych soli
cynkowych.

2. Definicja
Zawarto$¢ cynku w probcee jest oznaczana grawimetrycznie jako bis(tlenek 2-metylo-8-
-chinolilowy) 1 wyrazana jako procent masowy cynku w prébce.

3. Zasada
Cynk znajdujacy si¢ w roztworze jest w srodowisku kwasnym wytracany jako bis(tlenek
2-metylo-8-chinolilowo) cynkowy. Po odsaczeniu osad suszy si¢ i wazy.
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4. Odczynniki
Wszystkie odczynniki powinny by¢ czystosci analitycznej.

4.1. 25 % (m/m) stezony amoniak, d;° = 0,91

4.2. Lodowaty kwas octowy

4.3. Octan amonu

4.4. 2-metylochinolin-8-ol

4.5. 6 % (m/v) roztwdr amoniaku
Przenies¢ 240 g stezonego amoniaku (4.1.) do 1000 ml kolby miarowej, uzupetnicé
woda destylowana do kreski i wymieszac.

4.6. 0,2 M roztwor octanu amonu
Rozpuscic¢ 15,4 g octanu amonu (4.3.) w wodzie destylowanej w kolbie miarowej 1 000 ml,
uzupetni¢ woda do kreski 1 wymieszac.

4.7. Roztwdr 2-metylochinolin-8-olu
Rozpusci¢ 5 g 2-metylochinolin-8-olu w 12 ml kwasu octowego lodowatego i nastgpnie
przenies¢ z destylowana woda do 1000 ml kolby. Rozcienczy¢ woda do kreski
1 wymieszac.

5. Aparatura i wyposazenie

5.1. Kolby miarowe, 1001 1 000 ml

5.2. Zlewki, 400 ml

5.3. Cylindry miarowe, 50 1 150 ml

5.4. Pipety kalibrowane, 10 ml

5.5. Tygle z filtrem G-4

5.6. Kolby prozniowe, 500 ml

5.7. Wodna pompa prozniowa

5.8. Termometr kalibrowany od 0 do 100 °C

5.9. Eksykator z odpowiednim s$rodkiem odwadniajacym 1 wskaznikiem wilgotnosci,
np. zelem krzemionkowym lub réwnorzednym

5.10. Piec do suszenia z temperatura uregulowang na 150+2 °C

5.11. Pehametr

5.12. Ogrzewana ptytka

5.13. Bibula filtracyjna, firmy Whatman nr 4 lub réwnorzedna.

6. Procedura

6.1. Do zlewki pojemnosci 400 ml zwazy¢ 5 do 10 g (M gramdw) analizowanej probki,
zawierajacej okoto 50 do 100 mg cynku, doda¢ 50 ml wody destylowanej i wymieszac.

6.1.1. Przesaczy¢, jesli potrzeba, za pomocg pompy prozniowej, zachowac przesacz.

6.1.2. Powtdérzy¢ operacje ekstrakcji z dalszymi 50 ml wody destylowanej. Przesaczy¢

1 polaczy¢ przesacza.

6.2. Dla kazdych 10 mg cynku, znajdujacych si¢ w roztworze (6.1.2.), doda¢ 2 ml roztworu
2-metylochinolin-8-olu (4.7.) i wymieszac.

6.3. Rozcienczy¢ mieszaning 150 ml wody destylowanej, doprowadzi¢ temperaturg
mieszaniny do 60 °C (5.12.) i doda¢ 45 ml 0,2 M roztworu octanu amonu (4.6.), stale
mieszajac.

6.4. Doprowadzi¢ pH roztworu do 5,7-5,9, dodawa¢ mieszajac 6 % roztwor amoniaku
(4.5.), pH roztworu zmierzy¢ pehametrem.

6.5. Odstawi¢ roztwoér na 30 minut. Przesaczy¢ za pomocg wodnej pompy prozniowej przez
tygiel z filtrem G-4, ktory wysuszono uprzednio (150 °C) 1 zwazono po schiodzeniu
(Mp graméw) 1 przemy¢ osad 150 ml wody destylowanej o temperaturze 95 °C.

6.6. Umiesci¢ tygiel z filtrem w suszarce o temperaturze nastawionej na 150 °C i suszy¢ w
ciagu jednej godziny.

6.7. Wyjac tygiel z pieca, umiesci¢ w eksykatorze (5.9.) 1 — po schtodzeniu do temperatury
pokojowej — oznaczy¢ mase (M| gramow).
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7. Obliczenie
Obliczy¢ zawarto$¢ cynku w probce jako procent masowy (% m/m) za pomoca
nastgpujacego wzoru:

(M;- M) x 17,12

% cynku =
M

w ktorym:
M — masa w gramach probki pobranej do analizy wedtug 6.1.,
My — masa w gramach pustego i suchego tygla z filtrem (6.5.),
M, — masa w gramach tygla z filtrem i osadem (6.7.).
8. Powtarzalno$¢
Dla zawartosci cynku okoto 1 % (m/m) roéznica migdzy wynikami dwu réwnolegtych
oznaczen, wykonywanych dla tej samej probki, nie powinna przekracza¢ bezwzglednej
wartosci 0,1 %.

Identyfikacja i oznaczanie kwasu 4-hydroksybenzenosulfonowego

1. Cel 1 zakres metody
Metoda  jest odpowiednia do identyfikacji 1 oznaczania kwasu
4-hydroksybenzenosulfonowego w kosmetykach takich, jak aerozole i1 ptyny do twarzy.
2. Definicja
Zawarto$¢ kwasu 4-hydroksybenzenosulfonowego, oznaczona zgodnie z ta metoda, jest
wyrazona jako procent masowy bezwodnego 4-hydroksybenzenosulfonianu cynku w

wyrobie.

3. Zasada
Probka analityczna zostaje zat¢zona pod zmniejszonym cisnieniem, rozpuszczona w
wodzie i 0Czyszczona przez ekstrakcje chloroformem. Kwas

4-hydroksybenzenosulfonowy oznacza si¢ jodometrycznie z czgs$ci przesaczonego
roztworu wodnego.

4. Odczynniki
Wszystkie odczynniki powinny by¢ czystosci analitycznej.

4.1. 36 % (m/m) stezony kwas chlorowodorowy, d;’ =1,18

4.2. Chloroform

4.3. Butan-1-ol

4.4. Kwas octowy lodowaty

4.5. Jodek potasu

4.6. Bromek potasu

4.7. Weglan sodu

4.8. Kwas sulfanililowy

4.9. Azotan (III) sodu

4.10. 0,1 N bromian potasu

4.11. 0,1 N roztwor tiosiarczanu sodu

4.12. 1 % (m/v) wodny roztwor skrobi

4.13. 2 % (m/v) wodny roztwdr weglanu sodu

4.14. 4,5 % (m/v) wodny roztwor azotanu (I11) sodu

4.15. 0,05 % (m/v) roztwér ditizonu w chloroformie

4.16. Roztwdr rozwijajacy: butan-1-ol/kwas octowy lodowaty/woda (4:1:5 czesci
objetosciowych); po zmieszaniu w rozdzielaczu oddzieli¢ dolng fazg.
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4.17. Odczynnik Pauly'ego: rozpusci¢ 4,5 g kwasu sulfanililowego (4.8.) w 45 ml stgzonego
kwasu chlorowodorowego (4.1.) ogrzewajac 1 rozcienczy¢ roztwor woda do 500 ml.
Schtodzi¢ 10 ml roztworu w naczyniu z wodg 1 lodem i doda¢, mieszajac, 10 ml
zimnego roztworu azotanu (III) sodu (4.14.). Odstawi¢ roztwor na 15 minut w
temperaturze 0 °C (w tej temperaturze roztwor jest trwaty w ciagu jednego do trzech
dni) i — bezposrednio przed spryskiwaniem (7.5.) — doda¢ 20 ml roztworu weglanu sodu
(4.13.).

4.18. Gotowe przygotowane plytki celulozowe do chromatografii cienkowarstwowe;j:
wielko$¢ 20 x 20 cm, grubos¢ warstwy adsorbenta 0,25 mm.

S. Aparatura i wyposazenie

5.1.  Okragtodenne kolby ze szlifowanym korkiem szklanym, 100 ml

5.2. Rozdzielacz, 100 ml

5.3. Kolba stozkowa ze szlifowanym korkiem szklanym, 250 ml

5.4. Biureta, 25 ml

5.5. Pipety ze zbiornikiem gruszkowym, 1,21 10 pl

5.6. Pipeta kalibrowana, 5pul

5.7. Mikrostrzykawka, 10 pl z kalibracjq co 0,1 pl

5.8. Termometr kalibrowany od 0 do 100 °C

5.9. LaZnia wodna z elementem grzewczym

5.10. Piec do suszenia, dobrze przewietrzany i nastawiony na temperaturg 80 °C

5.11. Typowe urzadzenie do wykonania chromatografii cienkowarstwowe;.

6. Przygotowanie probki

W opisanej ponizej metodzie identyfikacji i oznaczania  kwasu
hydroksybenzenosulfonowego w aerozolach uzywana jest pozostatos¢ otrzymana przez
usunigcie z pojemnika aerozolowego rozpuszczalnikdw i propelentow, ktore wyparowujq
pod normalnym ci$nieniem.

7. ldentyfikacja

7.1. Nanies¢ za pomoca mikrostrzykawki (5.7.) po 5Sul pozostatosci (6.) lub prébki w
kazdym z szes$ciu punktow na linii poczatkowej w odlegtosci 1 cm od dolnej krawedzi
ptytki do chromatografii cienkowarstwowej (4.18.).

7.2. Umiesci¢ ptytke w komorze rozwijajacej, ktdra juz zawiera roztwor rozwijajacy (4.16.),
1 rozwija¢ do osiagnigcia przez czoto rozpuszczalnika odlegtosci 15 cm od linii
poczatkowe;.

7.3. Wyjaé plytke z roztworu rozwijajacego 1 wysuszy¢ w 80 °C do momentu, kiedy opary
kwasu octowego nie bedq wyczuwalne. Spryskaé ptytke roztworem weglanu sodu
(4.13.) 1 wysuszy¢ na powietrzu.

7.4. Przykry¢ potowe ptytki szklana plytka i spryskac nieprzykryta czes¢ 0,05 % roztworem
ditizonu (4.15.). Pojawienie si¢ purpurowoczerwonych plam na chromatogramie
wskazuje na obecno$¢ jondw cynku.

7.5. Przykry¢ spryskang cze$S¢ plytki szklang ptytka 1 spryska¢ pozostata czegs¢
odczynnikiem Pauly'ego (4.17.). Na obecnos¢ kwasu 4-hydroksybenzenosulfonowego
wskazuje pojawienie si¢ zottobrazowych plam o wartosci Ry okoto 0,26, podczas gdy
zo6Mha plama o wartosci Ry okoto 0,45 na chromatogramie wskazuje na obecnos¢ kwasu
3-hydroksybenzenosulfonowego.

8. Oznaczenie

8.1. Do okragtodennej kolby pojemnosci 100 ml odwazy¢ 10 g probki lub pozostatosci (6.)
i odparowa¢ prawie do sucha pod proznia w wyparce obrotowej na tazni wodnej o
temperaturze 40 °C.

8.2. Wprowadzi¢ pipeta do kolby 10 ml (V; ml) wody i rozpusci¢ pozostatos¢ po
odparowaniu (8.1.) przez ogrzewanie.
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8.3. Ilosciowo przenies¢ roztwor do rozdzielacza (5.2.) i ekstrahowa¢ wodny roztwor
dwukrotnie porcjami po 20 ml chloroformu (4.2.). Po kazdej ekstrakcji odrzucaé faze
chloroformowa.

8.4. Przesaczy¢ wodny roztwor przez karbowany saczek. Zaleznie od oczekiwanej
zawartosci kwasu hydroksybenzenosulfonowego przenies¢ pipeta 1,0 lub 2 ml (V,)
przesaczu do 250 ml kolby stozkowej (5.3.) 1 rozcienczy¢ woda do 75 ml.

8.5. Doda¢ 2,5 ml 36 % kwasu chlorowodorowego (4.1.) 1 2,5 g bromku potasu (4.6.),
zmieszac¢ 1 doprowadzi¢ temperature roztworu do 50 °C za pomoca tazni wodne;.

8.6. Dodawac¢ z biurety 0,1 N roztworu bromianu potasu (4.10.) az roztwdr, stale o
temperaturze 50 °C, stanie si¢ zO0tty.

8.7. Doda¢ dalsze 3,0 ml roztworu bromianu potasu (4.10.), zamkna¢ kolb¢ korkiem
1 pozostawi¢ na 10 minut w tazni wodnej o temperaturze 50 °C. Jesli po 10 minutach
roztwor straci swoja barwe, dodaé¢ dalsze 2,0 ml roztworu bromianu potasu (4.10.),
zamkna¢ kolbe korkiem i ogrzewaé przez 10 minut w tazni wodnej, utrzymywanej w
temperaturze 50 °C. Zanotowa¢ catkowitg ilo§¢ dodanego roztworu bromianu potasu (a).

8.8. Schiodzi¢ roztwér do temperatury pokojowej, doda¢ 2 g jodku potasu (4.5.)
1 wymieszac.

8.9. Odmiareczkowa¢ powstaly jod 0,1 N roztworem tiosiarczanu sodu (4.11.). Przy koncu
miareczkowania doda¢ kilka kropli roztworu skrobi (4.12.) jako wskaznika. Zanotowacé
ilo$¢ uzytego tiosiarczanu sodu (b).

9. Obliczenie
Obliczy¢ zawarto$¢ hydroksybenzenosulfonianu cynku w probee lub pozostatosci (6.)
jako procent masowy (m/m) za pomocg nastgpujacego wzoru:

(a—Db)xV, x0,00514 x 100

% m/m hydroksybenzenosulfonianu cynku =

mxV,
w ktorym:
a — calkowita ilo§¢ w mililitrach dodanego 0,1 N roztworu bromianu potasu (8.7.),
b — ilo$¢ w mililitrach 0,1 N roztworu tiosiarczanu sodu (4.11.) uzytego do
odmiareczkowania (8.9.),
m — ilo$¢ analizowanego produktu lub pozostalosci wyrazona w miligramach (8.1.),
V| — objetos¢ roztworu otrzymanego wedlug pkt 8.2. wyrazona w mililitrach,

V, — objetos¢ rozpuszczonej pozostatosci po odparowaniu uzytej do analizy (8.4.)
wyrazona w mililitrach.

W przypadku aerozoli wynik pomiaru w % (m/m) pozostatosci (6.) musi by¢ wyrazony
w odniesieniu do oryginalnego wyrobu. W celu wykonania tej zamiany podano zasady
pobierania probek aerozoli.

10. Powtarzalnos¢
Dla zawarto$ci okoto 5 % hydroksybenzenosulfonianu cynku réznica migdzy wynikami
dwu oznaczen, przeprowadzonych rownolegle dla tej samej prdobki, nie powinna
przekraczaé bezwzglednej wartosci 0,5 %.

I11. Interpretacja wynikow
Maksymalna zawartos¢ 4-hydroksybenzenosulfonianu cynku w plynach do twarzy
1 dezodorantach wynosi 6 % (m/m). Sformulowanie to oznacza, ze obok zawartosci
kwasu hydroksybenzenosulfonowego nalezy oznaczy¢ zawartos¢ cynku. Pomnozenie
obliczonej zawartosci hydroksybenzenosulfonianu cynku (9.) przez wspdtezynnik



Dziennik Ustaw Nr 206 — 14423 — Poz. 2106

0,1588 daje minimalng zawartos¢ cynku w % (m/m), ktora teoretycznie musi si¢
znajdowa¢ w  wyrobie w zwigzku z oznaczong zawartoscia kwasu
hydroksybenzenosulfonowego. Zawarto§¢ cynku — rzeczywiscie oznaczona
grawimetrycznie — moze jednak by¢ wyzsza, poniewaz chlorek cynku i siarczan cynku
moga by¢ rowniez uzywane w kosmetykach.

Identyfikowanie srodkéw utleniajacych i oznaczanie nadtlenku
wodoru w kosmetykach do pielegnacji wloséw

Cel 1 zakres

Jodometryczne oznaczanie nadtlenku wodoru w kosmetykach jest mozliwe jedynie w
przypadku nieobecnosci innych srodkéw utleniajacych, ktére utleniaja jodki do wolnego jodu.
W konsekwencji konieczne jest przed jodometrycznym oznaczaniem nadtlenku wodoru
wykrycie i zidentyfikowanie innych obecnych srodkéw utleniajacych. Identyfikacja ta dzieli
si¢ na dwa etapy: pierwszy obejmuje nadsiarczany, bromiany i nadtlenek wodoru, a drugi

nadtlenek baru.
A. Identyfikowanie nadsiarczanéw, bromianéw i nadtlenku wodoru
1. Zasada

Nadsiarczan sodu, nadsiarczan potasu i nadsiarczan amonu oraz bromian potasu, bromian
sodu i1 nadtlenek wodoru — pochodzace lub nie z nadtlenku baru — sa identyfikowane
przez bibutowa chromatografie zstepujaca, z zastosowaniem dwoch rozpuszczalnikéw
rozwijajacych.
2. Odczynniki
Wszystkie odczynniki powinny by¢ czystosci analitycznej.
2.1. 0,5 % (m/v) wodne roztwory nastepujacych zwigzkow:
2.1.1. Nadsiarczan sodu
2.1.2. Nadsiarczan potasu
2.1.3. Nadsiarczan amonu
2.1.4. Bromian potasu
2.1.5. Bromian sodu
2.1.6. Nadtlenek wodoru
2.2. Rozpuszczalnik rozwijajacy A, etanol 80 % (v/v)
2.3. Rozpuszczalnik rozwijajacy B, benzen - metanol - 3-metylobutan-1-ol - woda
(34:38:18:10 obj.)
2.4. Srodek wywotujacy A, 10 % (m/v) wodny roztwor jodku potasu
2.5. Srodek wywotujacy B, 1 % (m/v) wodny roztwér skrobi
2.6. Srodek wywotujacy C, 10 % (m/m) kwas chlorowodorowy
2.7. 4 N kwas chlorowodorowy.
3. Aparatura i wyposazenie
3.1. Bibuta chromatograficzna (Whatman nr 3 i 4 lub ich rownowazniki)
3.2. Mikropipeta, 1 pl
3.3. Kolby miarowe, 100 ml
3.4. Saczki karbowane
3.5. Aparatura do zstepujacej chromatografii bibutowe;.
4. Przygotowanie prdbki
4.1. Wyroby rozpuszczalne w wodzie
Przygotowa¢ po dwa roztwory kazdej probki przez rozpuszczenie 1 g i 5 g wyrobu
kolejno w 100 ml wody. Pobra¢ po 1 ml kazdego z tych roztworéw do analizy metoda
chromatografii bibutlowej opisang w punkcie 5.
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4.2. Wyroby stabo rozpuszczalne w wodzie
Odwazy¢ 1 g1 5 g probki i zawiesi¢ w 50 ml wody, uzupetni¢ do 100 ml woda w obu
przypadkach i wymieszaé. Przesaczy¢ obie zawiesiny przez karbowany lejek (3.4.)
1 pobra¢ 1 pl kazdego przesaczu do analizy metoda chromatografii bibutowej opisane;j
w punkcie 5.

4.3. Kremy
Zawiesi¢ 5 g 1 20 g kazdego wyrobu w 100 ml wody i zastosowaé dyspersje do
wykonania analizy metoda chromatografii bibutowej opisang w punkcie 5.

5. Metoda

5.1.  Umiesci¢ odpowiednia ilo$¢ rozpuszczalnikdéw A (2.2.) i B (2.3.) w dwdch oddzielnych
komorach chromatograficznych w celu przeprowadzenia zstepujacej chromatografii
bibutowej. Nasyca¢ komory chromatograficzne oparami rozpuszczalnikow w ciagu co
najmniej 24 godzin.

5.2. Nanies¢ po 1 pul jednego roztworu probki i1 jednego roztworu odniesienia
przygotowanych wedtug opisu w pkt 4. i 2.1. w kazdym punkcie startowym paska
bibuty chromatograficznej (Whatman nr 3 lub réwnowaznej) dtugosci 40 cm 1 szerokos$ci
20 cm (3.1.) lub innego odpowiedniego formatu i odparowac rozpuszczalnik na powietrzu.

5.3. Umiesci¢ pasek chromatograficzny (5.2.) w komorze chromatograficznej z
rozpuszczalnikiem rozwijajacym A (5.1.) i rozwija¢ do chwili, kiedy czoto
rozpuszczalnika osiagnie odlegtos¢ 35 cm (okoto 15 godzin).

5.4. Powtérzy¢ procedurg opisang w pkt 5.2. 1 5.3. z uzyciem bibuly chromatograficznej
(Whatman nr 4 lub réwnowaznej) (3.1.) 1 rozpuszczalnikiem rozwijajacym B. Rozdziat
chromatograficzny prowadzi¢ do chwili, kiedy czoto rozpuszczalnika osiagnie
odlegtos¢ 35 cm (okoto pigciu godzin).

5.5. Po rozwinigciu wyja¢ chromatogramy z komory i wysuszy¢ na powietrzu.

5.6. Wywota¢ plamy na chromatogramie przez spryskanie go kolejno:

5.6.1. Srodkiem wywolujacym A (2.4.) i nastepnic po krotkim czasie $rodkiem
wywotuyjacym B (2.5.). Plamy nadsiarczandbw pojawia si¢ pierwsze na
chromatogramie, a nast¢pnie wywotane zostaja plamy nadtlenku wodoru.

Obrysowac plamy otowkiem.

5.6.2. Srodkiem wywotujacym C (2.6.) chromatogramy otrzymane zgodnie z opisem w
punkcie 5.6.1.; szaroniebieskie plamy na chromatogramie wskaza na obecnos¢
bromiandw.

5.7. W opisanych powyzej warunkach wtasciwych dla rozpuszczalnikow rozwijajacych A

(2.2.) 1 B (2.3.), wartosci Ry dla substancji odniesienia (2.1.) sa w przyblizeniu

nastepujace:
roztwor rozwijajacy A (2.2.)  roztwor rozwijajacy B (2.3.)
nadsiarczan sodu 0,40 0,10
nadsiarczan potasu 0,40 0,02 +/- 0,05
nadsiarczan amonu 0,50 0,02 +/- 0,20
bromian sodu 0,40 0,20
bromian potasu 0,40 0,10 +/- 0,20
nadtlenek wodoru 0,80 0,80

B. Identyfikowanie nadtlenku baru

1. Zasada
Nadtlenek baru jest identyfikowany na podstawie powstawania nadtlenku wodoru po
zakwaszeniu probki (A.4.2.) i obecnosci jonu baru:
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- W nieobecnosci nadsiarczanéw (A) przez dodanie rozcienczonego kwasu siarkowego
do czesci kwasnego roztworu prébki (B.4.1.), w wyniku czego powstaje biaty osad
siarczanu baru. Obecnos¢ jonéw baru w probee (B.4.1.) jest ponownie potwierdzona
metoda chromatografii bibutowej wedtug metody opisanej ponizej (B.5.),

- jesli rbwnoczesnie w prébce obecne sq nadtlenek baru i nadsiarczany (B.4.2.) przez
poddanie stapianiu pozostatosci z roztworu (B.4.2.) w $rodowisku alkalicznym, po
rozpuszczeniu w kwasie chlorowodorowym, obecnos$¢ jondw baru w roztworze stopu
(B.4.2.3.) stwierdza si¢ metoda chromatografii bibutowej i/lub przez wytracenie osadu
siarczanu baru.

2. Odczynniki

2.1. Metanol

2.2. 36 % (m/m) stezony kwas chlorowodorowy

2.3. 6 N kwas chlorowodorowy

2.4. 4 N kwas siarkowy

2.5. Sol sodowa kwasu rodyzonowego (3,4,5,6-tetraoksocykloheksen-1,2-diolu)

2.6. Chlorek baru (BaCl, x 2H,0)

2.7. Bezwodny weglan sodu

2.8. 1 % (m/v) wodny roztwor chlorku baru

2.9. Rozpuszczalnik rozwijajacy zawierajacy metanol, stgzony kwas chlorowodorowy

(stezenie 36 %) 1 wodg (80:10:10 obj.)
2.10. Srodek wywotujacy, 0,1 % (m/v) wodny roztwér soli disodowej kwasu rodyzonowego,
Swiezo przygotowany bezposrednio przed uzyciem.

3. Aparatura i wyposazenie

3.1. Mikropipeta, 5 pl

3.2. Tygle platynowe

3.3. Kolby miarowe, 100 ml

3.4. Bibuta chromatograficzna firmy Schleicher and Schull 2043b lub réwnowazna. Bibule

oczyszcza Si¢ przez pozostawienie jej na noc w komorze chromatograficznej (A.3.5.)
zawierajacej rozpuszczalnik rozwijajacy (B.2.9.) i nastgpnie suszy.

3.5. Karbowany saczek bibutowy

3.6. Aparatura do zstepujacej chromatografii bibutowe;.

4. Przygotowanie probki

4.1. Wyroby niezawierajace nadsiarczandw

4.1.1. Zawiesi¢ 2 g wyrobu w 50 ml wody i1 doprowadzi¢ kwasem chlorowodorowym
(B.2.3.) pH dyspersji do wartosci okoto 1.

4.1.2. Za pomoca wody przenies¢ dyspersje¢ do 100 ml kolby miarowej, uzupetni¢ woda do
kreski 1 wymiesza¢. Uzywac tej dyspersji do analizy metoda chromatografii bibutowej
opisanej w punkcie 5 i do identyfikowania obecnosci baru przez wytracanie siarczanu.

4.2. Wyroby zawierajace nadsiarczany.

4.2.1. Zawiesi¢ 2 g wyrobu w 100 ml wody 1 przesaczy¢.

4.2.2. Do wysuszonej pozostatosci doda¢ siedem do dziesigciu razy wigcej wagowo weglanu
sodu (B.2.7.), wymiesza¢ 1 stapia¢ mieszaning w tyglu platynowym (B.3.2.) w ciagu
pot godziny.

4.2.3. Schlodzi¢ do temperatury pokojowej, rozpusci¢ stop w 50 ml wody i przesaczy¢
(B.3.5.).

4.2.4. Rozpusci¢ pozostatos¢ ze stopu w kwasie chlorowodorowym (B.2.3.) i uzupetié
woda do 100 ml. Uzywa¢ tego roztworu do analizy metoda chromatografii bibutowej
opisang w punkcie 5 i do identyfikowania obecnosci baru przez wytracanie siarczanu.
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5.

5.1

5.2.

5.3.

5.4.
5.5.

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

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

5.1

5.2.

5.3.

Metoda
Umiesci¢ odpowiednig ilos¢ rozpuszczalnika rozwijajacego (B.2.9.) w komorze do
zstepujacej chromatografii bibutowej 1 wysycac¢ komorg w ciggu co najmniej 15 godzin.
Na kawatku bibuty chromatograficznej - przygotowanej tak jak opisano w punkcie
B.3.4. — nanosi¢ po 5 ul kazdego roztworu przygotowanego wedtug punktu B.4.1.2.
1 B.4.2.4. i roztworu odniesienia B.2.8. w trzech punktach startowych.
Wysuszy¢ bibute z naniesionymi prébkami i roztworem odniesienia na powietrzu.
Rozwija¢ chromatogram do chwili, kiedy czoto rozpuszczalnika osiagnie 30 cm.
Wyjaé chromatogram z komory 1 wysuszy¢ na powietrzu.
Wywota¢ plamy na chromatogramie przez spryskanie bibuty srodkiem wywolujacym
(B.2.10.). W przypadku obecnosci baru pojawiaja si¢ na chromatogramie czerwone
plamy o wartosci Ry okoto 0,10.

Oznaczanie nadtlenku wodoru
Zasada
Jodometryczne oznaczanie nadtlenku wodoru polega na nastepujacej reakcji:

H,0, +2H" + 2I' & 1, + 2H,0

Przemiana ta zachodzi powoli, lecz mozna jq przyspieszy¢ przez dodatek molibdenianu
amonu. [lo$¢ powstatego jodu jest oznaczona miareczkowo tiosiarczanem sodu i stanowi
miar¢ zawarto$ci nadtlenku wodoru.
Definicja
Zawarto$¢ nadtlenku wodoru oznaczona w sposob opisany ponizej jest wyrazona jako
procent masowy (% m/m) wyrobu.
Odczynniki
Wszystkie odczynniki powinny by¢ czystosci analitycznej
2 N kwas siarkowy
Jodek potasu
Molibdenian amonu
0,1 N tiosiarczan sodu
10 % (m/v) roztwor jodku potasu, §wiezo przygotowany bezposrednio przed uzyciem
20 % (m/v) roztwdr molibdenianu amonu
1 % (m/v) roztwor skrobi
Aparatura 1 wyposazenie
Zlewki, 100 ml
Biureta, 50 ml
Kolby miarowe, 250 ml
Cylindry miarowe, 251 100 ml
Pipety jednomiarowe, 10 ml
Kolby stozkowe, 250 ml
Metoda
Odwazy¢ okoto 10 g (m gramow) wyrobu zawierajacego okoto 0,6 g nadtlenku wodoru
w zlewce 100 ml. Przenies¢ zawarto$¢ zlewki za pomocgq wody do kolby miarowej
250 ml, uzupetni¢ woda do kreski i wymieszac.
Odmierzy¢ pipeta 10 ml roztworu probki (5.1.) do 250 ml kolby stozkowej (4.6.)
1 dodawac kolejno 100 ml 2 N kwasu siarkowego (3.1.), 20 ml roztworu jodku potasu
(3.5.) 1 trzy krople roztworu molibdenianu amonu (3.6.).
Odmiareczkowac¢ powstaty jod bezzwtocznie 0,1 N roztworem tiosiarczanu sodu (3.4.)
1 bezposrednio przed osiagnigciem punktu koncowego doda¢ kilka mililitrow roztworu
skrobi jako wskaznika (3.7.). Zarejestrowac zuzycie 0,1 N roztworu tiosiarczanu sodu
(3.4.) w mililitrach (V).
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5.4. Wykona¢ wedlug sposobu opisanego w punkcie 5.2. 1 5.3. analiz¢ Slepej préby,
zastepujac 10 ml roztworu prébki 10 ml wody. Zarejestrowac zuzycie 0,1 N roztworu
tiosiarczanu sodu w analizie slepej proby (Vo ml).

6. Obliczenie

Obliczy¢ zawarto$¢ nadtlenku wodoru w wyrobie w procentach masowych (% m/m)
wedtug nastepujacego wzoru:

(V-Vy) x 1,7008 x 250 x 100
% nadtlenek wodoru = =

mx 10x 1000
(V-Vy) x 4,252
m

w ktorym:

m—  ilo$¢ analizowanego wyrobu (5.1.),

Vy— zuzycie 0,1 N roztworu tiosiarczanu sodu do analizy $lepej proby w mililitrach

(5.4.),
V- zuzycie 0,1 N roztworu tiosiarczanu sodu do analizy roztworu probki w

mililitrach (5.3.).
7. Powtarzalnos¢
Dla wyrobu zawierajacego okoto 6 % (m/m) nadtlenku wodoru rdznica pomigdzy
wynikami dwoch oznaczen przeprowadzonych réwnolegle dla tej samej prébki nie
powinna przekracza¢ wartosci bezwzglednej 0,2 %.

Identyfikowanie i oznaczanie azotanéw (II)

A. Identyfikowanie
Cel 1 zakres
Metoda jest odpowiednia do identyfikowania azotanow (I1I) w kosmetykach, szczegdlnie
w kremach i pastach.
2. Zasada
Na obecnos¢ azotanu (III) wskazuje powstawanie barwnych pochodnych z
fenylohydrazonem aldehydu 2-aminobenzoesowego (Nitrin®).
3. Odczynniki
Wszystkie odczynniki powinny by¢ czystosci analityczne;.
3.1. Rozcienczony kwas siarkowy; rozcieficzy¢ 2 ml stezonego kwasu siarkowego (d;° = 1,84)

[S—

w 11 ml wody destylowane;.
3.2. Rozcienczony kwas chlorowodorowy: rozcienczy¢ 1 ml stezonego kwasu

chlorowodorowego (d;” =1,19) w 11 ml wody destylowane;.

3.3. Metanol

3.4. Roztwor fenylohydrazonu aldehydu 2-aminobenzoesowego (odczynnik Nitrin (®) w
metanolu. Odwazy¢ 2,0 g Nitrinu® 1 przenies¢ ilosciowo do 100 ml kolby miarowe;.
Doda¢ kroplami 4 ml rozcienczonego kwasu chlorowodorowego (3.2.) 1 wytrzasac.
Uzupemi¢ do kreski metanolem i miesza¢ do chwili, az roztwor stanie si¢ catkowicie
przezroczysty. Przechowywaé roztwor w brazowej szklanej butli (4.3.).

4. Aparatura

4.1. Zlewki, 50 ml

4.2. Kolba miarowa, 100 ml
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4.3. Butla z brazowego szkta, 125 ml

4.4. Ptytka szklana, 10 x 10 cm

4.5. Lopatka z tworzywa sztucznego

4.6. Bibuta filtracyjna, 10 x 10 cm

5. Procedura

5.1. Rozsmarowac¢ czes¢ badanej probki rownomiernie na plytce szklanej (4.4.), tak aby
pokry¢ powierzchni¢ do grubosci nie wigkszej niz 1 cm.

5.2. Zanurzy¢ czes$¢ arkusza bibuly filtracyjnej (4.6.) w wodzie destylowanej. Potozy¢ ja na
prébee 1 przycisnaé bibule filtracyjna topatka z tworzywa sztucznego (4.5.).

5.3. Odczeka¢ okoto jednej minuty i nanie$¢ na srodek bibuly filtracyjne;j:

Dwie krople rozcienczonego kwasu siarkowego (3.1.) 1 nastgpnie dwie krople roztworu
Nitrinu ® (3.4.).

54. Po 5 do 10 sekundach zdja¢ bibule filtracyjng 1 obejrze¢ ja w swietle dziennym.
Czerwonawopurpurowe zabarwienie wskazuje na obecno$¢ azotanu (III). Jesli
zawarto$¢ azotanu (III) jest niewielka, czerwonawopurpurowa barwa zmienia si¢ W
76Ma po 5 do 15 sekundach. Jesli obecne sg duze ilosci azotanu (II1), taka zmiana barwy
zachodzi dopiero po 1 do 2 minut.

6. Uwaga

Intensywnos¢ czerwonawopurpurowej barwy i czas, ktory uptywa przed jej zmiang na
z06lta, moze by¢ wskazdwka do oceny zawartosci azotanu (I1I) w probee.

B. Oznaczanie
1. Cel
Metoda opisuje znaczenie azotandw (I11I) w kosmetykach.
2. Definicja
Zawartos$¢ azotanow (III) w probcee, oznaczona zgodnie z ta metoda, jest wyrazona w %
masowych azotanu (I1I) sodu.
3. Zasada
Po rozcienczeniu probki woda i wyklarowaniu roztworu azotan (I11) obecny w probce jest
poddany reakcji z sulfaniloamidem i N-1-naftyloetylenodiaming. Nast¢pnie oznacza si¢
absorbancj¢ barwnego roztworu przy 538 nm.
4. Odczynniki
Wszystkie odczynniki powinny by¢ czystosci analitycznej.
4.1. Odczynniki klarujace: odczynniki te nie moga by¢ uzywane dtuzej niz w ciagu tygodnia
po przygotowaniu:
4.1.1. Odczynnik I Carreza:
Rozpusci¢ 106 g cyjanozelazianu potasu (II), K4Fe(CN)s x 3 H,O w wodzie
destylowanej i rozcienczy¢ woda do 1 000 ml.
4.1.2. Odczynnik II Carreza:
Rozpusci¢ 219,5 g octanu cynku, Zn(CH3COO); x 2 H,O i 30 ml lodowatego kwasu
octowego w wodzie destylowanej i rozcienczy¢ woda do 1 000 ml.
4.2. Roztwér azotanu (I1I) sodu:
Rozpusci¢ 0,500 g azotanu (I11) sodu w wodzie destylowanej w kolbie miarowej 1 000 ml
i rozcienczy¢ woda do kreski, rozcienczy¢ 10,0 ml tego bazowego standardowego
roztworu do 500 ml; 1 ml tego roztworu = 10 mikrogramow NaNO,.
4.3. 1N roztwor wodorotlenku sodu
4.4. 0,2 % chlorowodorku sulfaniloamidu: rozpusci¢ 2,0 g sulfaniloamidu w 800 ml wody
podczas ogrzewania. Schtodzi¢ 1 doda¢ mieszajac 100 ml stezonego kwasu
chlorowodorowego. Rozcienczy¢ woda do 1 000 ml.
4.5. 5 N kwas chlorowodorowy
4.6. Odczynnik N-1-naftylowy
Roztwdr ten musi by¢ przygotowany w dniu zastosowania. Rozpusci¢ 0,1 g
chlorowodorku N-1-naftylenoetylenodiaminy w wodzie 1 rozcienczy¢ woda do 100 ml.
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5.
5.1
5.2.
5.3.
5.4.
5.5.
5.6.
5.7.
5.8.
5.9.
5.10
6.
6.1.

6.2.
6.3.
6.4.
6.5.

6.6.

6.7.
6.8.

6.9.

6.10.

Aparatura

Waga analityczna

Kolby miarowe 100, 250, 500 i 1 000 ml

Pipety jednomiarowe

Cylindry miarowe 100 ml

Saczki filtracyjne karbowane o $rednicy 15 cm, niezawierajace azotanow (III)

Y.aZnia wodna

Spektrofotometr z kuwetami o dtugosci drogi optycznej 1 cm

Pehametr

Mikrobiureta, 10 ml
. Zlewki, 250 ml.
Procedura
Odwazy¢ okoto 0,5 g (m gramdéw) z doktadnoscia do 0,1 mg homogenizowanej probki,
przenies¢ za pomoca goracej wody destylowanej ilosciowo do 250 ml zlewki (5.10.)
1 uzupetni¢ objetos¢ goraca wodg destylowang do okoto 150 ml. Umiesci¢ zlewke (5.10.)
w tazni wodnej (5.6.) o temperaturze 80 °C na pot godziny. Podczas tego okresu od
czasu do czasu potrzasac zlewke.
Schtodzi¢ do temperatury pokojowej i dodawac kolejno, podczas mieszania, 2 ml
odczynnika [ Carreza (4.1.1.) 1 2 ml odczynnika II Carreza (4.1.2.).
Dodawa¢ 1 N roztwér wodorotlenku sodu (4.3.) az do uzyskania pH 8,3 (Uzywac
pehametru (5.8.)). Przenie$s¢ zawarto$¢ ilosciowo do 250 ml kolby miarowej (5.2.)
i uzupehic¢ do kreski woda destylowana.
Wymiesza¢ zawartos¢ 1 przesaczy¢ przez saczek karbowany (5.5.).
Przenies¢ pipeta (5.3.) odpowiednia ilos¢ (V ml) klarownego przesaczu, lecz nie wigcej
niz 25 ml, do 100 ml kolby miarowej (5.2.) i doda¢ wody destylowanej do objetosci 60 ml.
Po zmieszaniu doda¢ 10,0 ml roztworu chlorowodorku sulfaniloamidu (4.4.) i nastgpnie
6,0 ml 5N roztworu kwasu chlorowodorowego (4.5.). Wymiesza¢ i pozostawi¢ do
odstania na pi¢¢ minut. Doda¢ 2 ml odczynnika N-1-naftylowego (4.6.), wymieszac
1 pozostawi¢ do odstania na trzy minuty. Rozcienczy¢ woda do kreski i wymieszac.
Przygotowac Slepa probe, powtarzajac operacj¢ 6.5. 1 6.6. bez dodawania odczynnika N-
-1-naftylowego (4.6.).
Za pomoca spektrofotometru (5.7.) zmierzy¢ absorbancje przy 538 nm roztworu
otrzymanego wedtug punktu 6.6., uzywajac slepej proby (6.7.) jako odnosnika.
Odczyta¢ z wykresu wzorcowego (6.10.) zawartos¢ azotanu (I11) sodu w mikrogramach
na 100 ml roztworu (m; mikrogramow), ktéra odpowiada ggstosci optycznej zmierzonej
w punkcie 6.8.
Przygotowaé wykres wzorcowy dla stezen 0, 20, 40, 60, 80, 100 pg azotanu (II1) sodu
w 100 ml, stosujac roztwor azotanu sodowego (II1) o stezeniu 10 pug na ml (4.2.).
Obliczenia
Obliczy¢ zawartos¢ azotanu (II1) sodu w procentach masowych za pomoca nastepujacego
wzoru:

250 100 m
%(m/m) NaNO, =— x m; x 10° x =
\% m Vxxmx40
w ktorym:
m — masa probki pobranej do analizy w gramach,
m; — zawarto$¢ azotanu (III) sodu w mikrogramach oznaczona w punkcie 6.9.,

V  — ilo$¢ m; przesaczu uzytego do pomiaru (6.5.).
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8. Powtarzalnos$¢
Dla zawartosci okoto 0,2 % m/m azotanu (III) sodu réznica migedzy wynikami dwoch
rownolegtych oznaczen wykonanych dla tej samej probki nie powinna przekroczy¢
wartos$ci absolutnej 0,005 %.

Identyfikacja i oznaczanie wolnych wodorotlenkow sodu
i potasu

I. Cel i zakres metody

Metoda podaje doktadna procedurg¢ identyfikacji kosmetykdéw zawierajacych znaczne

ilosci wodorotlenkdw sodu i/lub potasu i oznaczania takich wolnych wodorotlenkéw

sodu i/lub potasu w srodkach do prostowania wloséw i1 rozpuszczalnikowych srodkach do
usuwania skorek paznokci.
2. Definicja

Wolny wodorotlenek sodu i potasu sa okreslane objg¢toscig (iloscia) standardowego

roztworu kwasu, wymagana do zoboje¢tnienia produktu w podanych warunkach;

otrzymana ilo§¢ wyraza si¢ jako % m/m wolnego wodorotlenku.
3. Zasady

Probka zostaje rozpuszczona lub zdyspergowana w wodzie 1 miareczkowana

standardowym roztworem kwasu. Wartos¢ pH jest rejestrowana rdéwnoczesnie z

dodawaniem kwasu do roztworu wodorotlenku sodu lub potasu: punktem koncowym jest

wyrazny wzrost szybkosci zmian wartosci pH. Krzywa miareczkowania moze by¢
niewyrazna w obecnosci:

a) amoniaku lub innych stabych zasad organicznych, ktoére same maja raczej
sptaszczong krzywa miareczkowania z kilkoma punktami przegigecia. W tej metodzie
amoniak usuwa si¢ przez odparowanie pod zmniejszonym cisnieniem, ale w
pokojowej temperaturze,

b) soli stabych kwaséw, ktore moga powodowaé wzrost krzywej miareczkowania z
kilkoma punktami przegigcia. W tych przypadkach tylko pierwsza czgs$¢ krzywej do
pierwszego z tych punktéw przegigcia odpowiada zobojg¢tnianiu  jonu
wodorotlenowego pochodzacego z wolnego wodorotlenku sodu lub potasu. Podano
inng procedure¢ miareczkowania, odpowiednig dla przypadku, gdy zauwaza si¢
nadmierne oddziatywanie soli stabych kwaséw nieorganicznych. Chociaz istnieje
teoretyczna mozliwos¢, ze inne rozpuszczalne mocne zasady, np. wodorotlenek litu,
czwartorzegdowy wodorotlenek amonu, mogtyby by¢ obecne, dajac wzrost pH do
wysokich wartosci, jednak obecnos$¢ ich w tym rodzaju kosmetykéw jest wysoce
nieprawdopodobna.

4. Identyfikowanie

4.1. Odczynniki

4.1.1. Standardowy alkaliczny roztwor buforowy o pH 9,18 w 25 °C 0,05 M roztwér

tetraboranu sodu.

4.2. Aparatura

4.2.1. Zwykte szklane wyposazenie laboratoryjne

4.2.2. Pehametr

4.2.3. Szklana elektroda membranowa

4.2.4. Nasycona elektroda kalomelowa

4.3. Procedura
Skalibrowa¢ pehametr za pomocg elektrod z zastosowaniem standardowego roztworu
buforowego. Przygotowa¢ 10 % roztwor lub dyspersje analizowanego wyrobu w
wodzie 1 przesaczy¢ go. Zmierzy¢ pH. Jezeli pH wynosi 12 lub wigcej, nalezy wykonad
iloS§ciowe oznaczenie.
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5. Oznaczanie

5.1. Miareczkowanie w srodowisku wodnym

5.1.1. Odczynnik

5.1.1.1. Standardowy 0,1 N kwas chlorowodorowy

5.1.2. Aparatura

5.1.2.1. Zwykte szklane wyposazenie laboratoryjne

5.1.2.2. Pehametr, korzystnie, jesli wyposazony w rejestrator

5.1.2.3. Szklana elektroda membranowa

5.1.2.4. Nasycona elektroda kalomelowa

5.1.3. Procedura
Zwazy¢ doktadnie w zlewce o pojemnosci 150 ml probke o wielkosci 0,5-1,0 g. Jezeli
w prébce znajduje si¢ amoniak, doda¢ kilka ziaren porowatych, umiesci¢ zlewke w
eksykatorze prozniowym, usuwac¢ amoniak za pomoca pompy wodnej tak dtugo, az
zapach jego bedzie niewyczuwalny (okoto trzech godzin). Doda¢ 100 ml wody,
rozpusci¢ lub zdyspergowaé pozostatos¢ 1 miareczkowaé¢ 0,1 N roztworem kwasu
chlorowodorowego (5.1.1.1.), rejestrujac zmiany pH (5.1.2.2.).

5.1.4. Obliczanie
Wyznaczy¢ punkty przegigcia na krzywych miareczkowania. Jezeli pierwszy punkt
przegiecia wystepuje przy pH nizszym niz 7, prébka nie zawiera wodorotlenku sodu
lub potasu. Jezeli na krzywej znajduja si¢ dwa lub wigcej punktow przegiecia, tylko
pierwszy punkt ma znaczenie. Zanotowa¢ objgtos¢ roztworu zuzytego do
miareczkowania do pierwszego punktu przegigcia.
Oznaczy¢ symbolem V objetos¢ roztworu zuzytego do miareczkowania, w ml.
Oznaczy¢ symbolem M mas¢ probki analitycznej, w gramach. Zawartos¢
wodorotlenku sodu i/lub potasu w prébce wyrazona jako % (m/m) wodorotlenku sodu
oblicza sig, stosujac wzor:

A%
% (m/m)=0,4 —
M

Moze powsta¢ sytuacja, w ktorej pomimo oznak obecnosci znaczacej ilosci
wodorotlenkéw sodu i/lub potasu krzywa miareczkowania nie wykazuje wyraznego
punktu przegiecia. W takim przypadku nalezy powtdrzy¢ oznaczenie w izopropanolu.

5.2. Miareczkowanie w izopropanolu

5.2.1. Odczynniki

5.2.1.1. Izopropanol

5.2.1.2. Standardowy 1,0 N roztwdr wodny kwasu chlorowodorowego

52.1.3. 0,1 N roztwor kwasu chlorowodorowego w izopropanolu przygotowany

bezposrednio przed uzyciem przez rozcienczenie 1,0 N wodnego roztworu kwasu
chlorowodorowego izopropanolem.

5.2.2. Aparatura

5.2.2.1. Zwykte szklane wyposazenie laboratoryjne

5.2.2.2. Pehametr, korzystnie, jesli z rejestratorem

5.2.2.3. Szklana elektroda membranowa

5.2.2.4. Nasycona elektroda kalomelowa

5.2.3. Procedura
Odwazy¢ doktadnie w zlewce o pojemnosci 150 ml prébke o wielkosci 0,5-1,0 g.
Jezeli w prdobce znajduje si¢ amoniak, doda¢ kilka ziaren porowatych, umiescié
zlewke w eksykatorze prézniowym, usuwa¢ amoniak za pomocg pompy wodnej tak
dhugo, az zapach jego bedzie niewyczuwalny (okoto trzech godzin). Doda¢ 100 ml
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izopropanolu, rozpusci¢ lub zdyspergowac pozostatlos¢ 1 miareczkowa¢ 0,1 N
roztworem kwasu chlorowodorowego w izopropanolu (5.2.1.3.), rejestrujac zmiany
pH (5.2.2.2)).
5.2.4. Obliczenia
Jak w punkcie 5.1.4. Pierwszy punkt przegiecia wystepuje przy odczytanej wartosci
pH okoto 9.
5.3. Powtarzalnos¢
Dla wodorotlenku sodu lub potasu na poziomie 5% m/m wyrazonym jako
wodorotlenek sodu réznica miedzy wynikami dwoch oznaczen wykonywanych
rownolegle na tej samej probce nie powinna przekracza¢ wartosci bezwzglednej 0,25 %.

Oznaczanie rezorcyny w szamponach i plynach do wlosow

1. Cel i zakres
Metoda podaje opis oznaczania rezorcyny metoda chromatografii gazowej w szamponach
1 ptynach do wloséw. Metoda jest odpowiednia dla stezen od 0,1 do 2,0 % masowych w
probee.

2. Definicja

Zawarto$¢ rezorcyny w probce okreslona ta metoda jest wyrazana jako procent masowy.
3. Zasada
Rezorcyna 1 3,5-dihydroksytoluen (5-metylorezorcyna) dodawany jako wzorzec
wewnetrzny sa wydzielone z probki metoda chromatografii cienkowarstwowej. Oba
zwigzki sa izolowane przez zdrapywanie ich plam z ptytki cienkowarstwowe;j
1 ekstrahowanie metanolem. Na zakonczenie ekstrahowane zwigzki suszy sie, sililuje
1 oznacza metoda chromatografii gazowe;.

4. Odczynniki
Wszystkie odczynniki musza by¢ czystosci analityczne;.

4.1. Kwas chlorowodorowy 25 % (m/m)

4.2. Metanol

4.3. Etanol 96 % (v/v)

4.4. Gotowe ptytki do chromatografii cienkowarstwowej (TLC) (pokryte zelem
krzemionkowym, tworzywowe lub aluminiowe) ze wskaznikiem fluorescencyjnym.
Nalezy dezaktywowac plytki w nastepujacy sposob: spryskaé zwykte pokryte zelem
krzemionkowym ptytki woda do chwili, az stang si¢ szkliste. Pozostawi¢ spryskane
ptytki do wyschnigcia w temperaturze pokojowej na jedng do trzech godzin.

Uwaga. Jesli plytki nie zostang zdezaktywowane, moga wystapic straty rezorcyny na
skutek nieodwracalnej adsorpcji na zelu krzemionkowym.

4.5. Roztwdr rozwijajacy: aceton-chloroform-kwas octowy (20:75:5 obj.)

4.6. Standardowy roztwdr rezorcyny: rozpusci¢ 400 mg rezorcyny w 100 ml 96 % etanolu
(4.3.) (1 ml odpowiada 4 000 pg rezorcyny).

4.7. Roztwor wzorca wewnetrznego: rozpusci¢ 400 mg 3,5-dihydroksytoluenu (DHT)
w 100 ml 96 % etanolu (4.3.); 1 ml odpowiada 4 000 ng DHT).

4.8. Mieszanina standardowa: zmiesza¢ 10 ml roztworu (4.6.) 1 10 ml roztworu (4.7.)
w 100 ml kolbie miarowej, uzupetni¢ 96 % etanolem (4.3.) do kreski 1 wymieszaé
(1 ml odpowiada 400 pg rezorcyny i 400 ug DHT).

4.9. Srodki sililujace:

4.9.1. N,O-bis-(trimetylosililo)trifluoroacetamid (BSTFA)

4.9.2. Heksametylodisilazan (HMDS)

4.9.3. Trimetylochlorosilan (TMCS).
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5. Aparatura

5.1. Zwykte wyposazenie do chromatografii cienkowarstwowej i gazowe;j

5.2. Szklo laboratoryjne.

6. Procedura

6.1. Przygotowanie probek

6.1.1. Zwazy¢ doktadnie do 150 ml zlewki prébke analityczng (m gramdéw) produktu, ktora
zawiera okoto 20 do 50 mg rezorcyny.

6.1.2. Zakwasza¢ kwasem chlorowodorowym (4.1.), dopdki mieszanina nie stanie si¢
kwasna ($rednio potrzeba 2 do 4 ml), doda¢ 10 ml (40 mg DHT) roztworu wzorca
wewnetrznego (4.7.) 1 wymieszaC. Przenies¢ z etanolem (4.3.) do 100 ml kolby
miarowej, uzupetni¢ do kreski etanolem 1 wymieszac.

6.1.3. Nanies$¢ 250 pl roztworu (6.1.2.) na zdezaktywowang ptytke z zelem krzemionkowym
(4.4.) jako ciagla lini¢ o dtugosci okoto 8 cm. Nalezy zadbac o to, aby otrzymac lini¢
tak waska, jak jest to mozliwe.

6.1.4. Nanie$¢ 250 ul mieszaniny standardowej (4.8.) na t¢ sama ptytke w ten sam sposob
(6.1.3.).

6.1.5. Nakropli¢ w dwdch punktach linii poczatkowej po 5 pl kazdego z roztworow (4.6. 1 4.7.)
dla utatwienia umiejscowienia po rozwinigciu ptytki.

6.1.6. Rozwija¢ plytke w komorze bez arkusza bibuly (niewysyconej) zawierajacej
rozpuszczalnik rozwijajacy (4.5.) do chwili, kiedy czoto rozpuszczalnika osiagnie lini¢
w odlegtosci 12 cm od linii poczatkowej; zwykle trwa to okoto 45 minut. Wysuszy¢
ptytke na powietrzu 1 umiejscowi¢ strefe rezorcyny/DHT w Swietle nadfioletowym o
krotkich falach (254 nm). Te dwa zwiazki majq zwykle te same wartosci Rg. Oznaczy¢
pasma otdwkiem w odlegtosci 2 mm od zewnetrznej linii brzegowej pasm. Usunad te
strefy z ptytki i zebra¢ adsorbent z kazdego pasma w kolbie 10 ml.

6.1.7. Ekstrahowa¢ adsorbent zawierajacy prébke i1 adsorbent zawierajacy mieszaning
standardowa, kazdy w nastepujacy sposob: doda¢ 2 ml metanolu (4.2.) i ekstrahowaé
w ciagu jednej godziny z ciaglym mieszaniem. Przesaczy¢ mieszaning 1 powtdrzy¢
ekstrakcje w ciagu dalszych 15 minut z 2 ml metanolu.

6.1.8. Polaczy¢ ekstrakty 1 odparowaé rozpuszczalnik, suszac przez noc w eksykatorze
prozniowym zawierajacym odpowiedni srodek suszacy. Nie korzysta¢ z zadnego
ogrzewania.

6.1.9. Sililowa¢ pozostatos¢ (6.1.8.), jak wskazano w punkcie 6.1.9.1.16.1.9.2.

6.1.9.1. Doda¢ 200 pl BSTFA (4.9.1.) mikrostrzykawka 1 pozostawi¢ mieszaning w

zamknig¢tym naczyniu na 12 godzin w temperaturze pokojowe;.

6.1.9.2. Doda¢ 200 pul HMDS (4.9.2.) 1 100 pul TMCS (4.9.3.) mikrostrzykawka 1 ogrzewac

mieszaning w ciggu 30 minut w 60 °C w zamknigtym naczyniu. Schtodzié¢
mieszaning.

6.2. Chromatografia gazowa

6.2.1. Warunki chromatograficzne
Kolumna musi mie¢ zdolno$¢ rozdzielcza R rowna lub lepsza niz 1,5, gdzie:

2d'(r - 1)
R=—"
w1+ Wy
w ktorym:
riirp, — czasy retencji w minutach dwéch pikow,

w1 1 Wy — szerokosci tych dwoch pikow w potowie wysokosci, w mm,
d — szybko$¢ przesuwu papieru w mm na minutg.
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Nastepujace kolumny 1 warunki chromatografii gazowej uznano za odpowiednie:
Kolumna — materiat: stal kwasoodporna, dlugos¢ 200 cm, Srednica wewnetrzna: ~3 mm,
wypehienie: 10 % OV-17 na Chromosorbie WAW 100 do 120 mesh.

Detektor ptomieniowo-jonizacyjny — temperatury: kolumna 185 °C (izotermiczna),
detektor 250 °C, dozownik 250 °C, gaz nosny — azot, przeptyw 45 ml/min.

Dla ustawienia przeplywow wodoru 1 powietrza nalezy przestrzegaé instrukcji
producentdw.

6.2.2. Wprowadzi¢ strzykawka 1 do 3 pl roztworéow otrzymanych w punkcie 6.1.9. do
chromatografu gazowego. Wykona¢ pie¢ injekcji dla kazdego roztworu (6.1.9.),
zmierzy¢ powierzchni¢ pikow, obliczy¢ sSrednig warto$¢ 1 stosunek powierzchni
pikéw: S = powierzchnia pikdw rezorcyny/powierzchnia piku DHT.

7. Obliczenia

Stezenie rezorcyny w probce, wyrazone w procentach masowych (% m/m), jest wyrazone

wzorem:
4 S probki
% (m/m) rezorcyny = — X
M S mieszaniny standardowe]
w ktorym:
M — probka analityczna w gramach (6.1.1.),
S probki — sredni stosunek powierzchni pikow wedtug 6.2.2. dla

roztworu probki,
S mieszaniny standardowej — $redni stosunek powierzchni pikéw wedtug 6.2.2. dla
mieszaniny standardowe;.
8. Powtarzalnos¢ (ISO 5725)
Dla zawartosci rezorcyny okoto 0,5 % roznica migdzy wynikami dwu réwnolegtych
oznaczen wykonanych dla tej samej probki nie powinna przekroczy¢ wartosci absolutnej
0,025 %.

Oznaczanie metanolu w stosunku do etanolu lub propan-2-olu

1. Cel 1 zakres
Metoda opisuje analiz¢ metanolu metoda chromatografii gazowej we wszystkich
kosmetykach (tacznie z aerozolowymi). Oznacza¢ mozna wzgledne poziomy stezen
od 0 do 10 %.

2. Definicja
Zawarto$¢ metanolu oznaczana ta metodqa wyrazana jest w procentach masowych
metanolu w stosunku do etanolu lub propan-2-olu.

3. Zasada
Oznaczenie wykonuje si¢ metodg chromatografii gazowej.

4. Odczynniki
Nalezy uzywa¢ odczynnikdéw analitycznych.

4.1. Metanol

4.2. Absolutny etanol

4.3. Propan-2-ol

4.4. Chloroform, z ktérego usunigto alkohole przez ptukanie woda.

5. Aparatura

5.1. Chromatograf gazowy z detektorem katarometrycznym dla aerozoli, z detektorem

ptomieniowo-jonizacyjnym dla prébek nieaerozolowych.
5.2. Kolby miarowe, 100 ml
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5.3. Pipety, 2 ml, 20 ml, od 0 do 1 ml

5.4. Mikrostrzykawki 0 do 100 ul i 0 do 5 pl (tylko dla prébek aerozolowych), specjalne

szczelne gazowe strzykawki z zaworem suwakowym.

6. Procedura

6.1. Przygotowanie probek

6.1.1. Prébki wyrobow aerozolowych sa przygotowywane i nastgpnie analizowane metoda
chromatografii gazowej w warunkach jak w punkcie 6.2.1.

6.1.2. Prébki wyrobow nieaerozolowych przygotowywane wedtug wymienionego powyzej
rozdziatu 11 sg rozcienczane woda do poziomu stezenia od 1 do 2 % etanolu lub
propan-2-olu i1 nastgpnie analizowane metoda chromatografii gazowej w warunkach
jak w punkcie 6.2.2.

6.2. Chromatografia gazowa

6.2.1. Dla probek aerozolowych uzywany jest detektor katarometryczny.

6.2.1.1. Wypetnienie kolumny: 10 % Hallcomid M 18 na Chromosorbie WAW 100 do 200 mesh

6.2.1.2. Kolumna musi mie¢ zdolno$¢ rozdzielcza R réwna lub lepsza niz 1,5, gdzie:

d’I’z - d’I’]
R=2——m
Wi+ W,

w ktérym:
rir— czasy retencji w minutach dla dwoch pikow,
w1 1wy — szerokos¢ tych dwoch pikdw w potowie wysokosci,
d - szybko$¢ przesuwu papieru w mm na minute.
6.2.1.3. Nastgpujace warunki pozwalaja na uzyskanie tego rozdziatu:
Kolumna: materiat — stal kwasoodporna, dtugos¢ 3-5 metrow, srednica — 3 mm,
Natezenie pradu mostka katarometru — 150 mA,
Gaz no$ny — hel, ci$nienie — 2,5 bara, przeptyw — 45 ml/min,
Temperatury: dozownik 150 °C, detektor 150 °C, piec kolumny 65 °C.
Doktadnos¢ pomiaréw powierzchni pikow mozna poprawié poprzez zastosowanie
integracji elektroniczne;.
6.2.2. Dla prébek nieaerozolowych
6.2.2.1. Wypehienie kolumny: Chromosorb 105 lub Porapak QS i uzywa si¢ detektora
ptomieniowo-jonizacyjnego.
6.2.2.2. Kolumna musi mie¢ zdolnos¢ rozdzielcza R rdwna lub lepsza niz 1,5, gdzie:

d’I’z - d’I’l
R=2—
Wi + Wo

w ktorym:
riir, — czasy retencji, w minutach dla dwoch pikdw,
wi 1wz — szerokosci tych dwoch pikow w potowie wysokosci, w mm,
d — szybkos¢ przesuwu papieru, w mm na minutg.
6.2.2.3. Rozdziat uzyskano w nastgpujacych warunkach:
Kolumna: materiat — stal kwasoodporna, dtugos¢ — 2 metry, srednica — 3 mm,
Czutos¢ elektrometru: 8 x 1071°A,
Gaz nosny: azot, cisnienie — 2,1 bara, przeptyw — 40 ml/min,
Gaz pomocniczy: wodor, cisnienie — 1,5 bara, przeptyw — 20 ml/min,
Temperatury: dozownik — 150 °C, detektor — 230 °C, piec kolumny 120 do 130 °C.
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7. Krzywa wzorcowa

7.1. Do wykonania analizy metoda chromatografii gazowej wedtug 6.2.1. (kolumna
Hallcomid M 18) nalezy uzywac ponizszych mieszanin wzorcowych. Mieszaniny
przygotowuje si¢ przez odmierzenie pipetami, jednak nalezy ustali¢ doktadna ilos¢
sktadnika przez bezposrednie zwazenie pipety lub kolby po kazdym dodaniu sktadnika.

. Metanol Etanol lub | w4a dodana do objetosci
Stezenie wzgledne (m/m %) propan-2-ol 1
(mI) o (mI)
W przyblizeniu 2,5 0,5 20 100
W przyblizeniu 5,0 1,0 20 100
W przyblizeniu 7,5 1,5 20 100
W przyblizeniu 10,0 2,0 20 100

Wprowadzi¢ 2 do 3 pl do chromatografu, stosujac warunki podane w punkcie 6.2.1.
Obliczy¢ stosunek powierzchni pikow (metanol/etanol) lub (metanol/propan-2-ol) dla
wszystkich mieszanin. Wykresli¢ krzywa wzorcowa z uzyciem oznaczen:

OS X: % metanolu w stosunku do etanolu lub propan-2-olu,

OS Y: stosunek powierzchni pikéw (metanol/etanol) lub (metanol/propan-2-ol).

7.2. Dla wykonania analizy metoda chromatografii gazowej wedtug punktu 6.2.2. (kolumna
Porapak QS lub Chromosorb 105) nalezy uzywac¢ ponizszych mieszanin wzorcowych.
Mieszaniny przygotowuje si¢ przez odmierzanie mikrostrzykawka i pipeta, jednak
nalezy ustali¢ doktadna ilos¢ sktadnika przez bezposrednie zwazenie pipety lub kolby
po kazdym dodaniu sktadnika.

Etanol lub .

Stezenie wzgledne (m/m %) Metanol propan-2-ol Woda dodana do objegtosci
(1) (ml) (ml)
W przyblizeniu 2,5 50 2 100
W przyblizeniu 5,0 100 2 100
W przyblizeniu 7,5 150 2 100
W przyblizeniu 10,0 200 2 100

Wprowadzi¢ 2 do 3 pl do chromatografu, stosujac warunki podane w punkcie 6.2.2.
Obliczy¢ stosunek powierzchni pikow (metanol/etanol) lub (metanol/propan-2-ol) dla
wszystkich mieszanin. Wykresli¢ krzywa wzorcowa z uzyciem oznaczen:
OS X: % metanolu w stosunku do etanolu lub propan-2-olu,
OS Y: stosunek powierzchni pikéw (metanol/etanol) lub (metanol/propan-2-ol).
7.3. Krzywa wzorcowa musi by¢ linig prosta.
8. Powtarzalnos¢ (ISO 5725)
Dla zawartos$ci metanolu 5 % w stosunku do etanolu lub propan-2-olu réznica migdzy
wynikami dwoch réwnoleglych oznaczen wykonanych dla tej samej probki nie powinna
przekracza¢ 0,25 %.
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Oznaczanie dichlorometanu i 1,1,1-trichloroetanu

1. Cel 1 zakres stosowania
Przedstawiona metoda obejmuje oznaczanie dichlorometanu (chlorek metylenu)
1 1,1,1-trichloroetanu  (chloroform metylowy) we wszystkich produktach
kosmetycznych mogacych zawiera¢ te rozpuszczalniki.

2. Definicja
Zawarto$¢ dichlorometanu i 1,1,1-trichloroetanu w prébce wyrobu oznaczana zgodnie
z ta metoda jest wyrazona w procentach masowych.

3. Zasada

W metodzie uzywana jest chromatografia gazowa z chloroformem jako wzorcem
wewnetrznym.

4. Odczynniki
Wszystkie odczynniki musza by¢ czystosci analityczne;.
4.1.  Chloroform (CHCI;).
4.2.  Tetrachlorek wegla (CCly).
4.3.  Dichlorometan (CH,Cl,).
4.4. 1,1,1-trichloroetan (CH3;CCls).

4.5. Aceton.
4.6. Azot.
5. Aparatura

5.1.  Zwykly sprzet laboratoryjny

5.2. Chromatograf gazowy wyposazony w detektor przewodnictwa cieplnego

5.3.  Butelka do przenoszenia, 50-100 ml

5.4. Cisnieniowa strzykawka gazowa, 25 lub 50 pl.

6. Procedura

6.1. Prébka pod normalnym cisnieniem: odwazy¢ doktadnie probke w kolbie stozkowej
zamykanej korkiem. Wprowadzi¢ doktadnie zwazong ilos¢ chloroformu (4.1.) jako
wzorzec wewnetrzny réwnowazny przewidywanej ilosci dichlorometanu 1 1,1,1-
-trichloroetanu zawartych w probce. Doktadnie wymieszac.

6.2.  Probka pod zwigkszonym cisnieniem: zastosowa¢ metode pobierania probek opisang
w rozdziale o pobieraniu probek, ale z naste¢pujacymi poprawkami:

6.2.1. Po przeniesieniu probki do butelki do przenoszenia (5.3.), wprowadzi¢ nastgpnie do tej
butelki pewng objetos¢ chloroformu (4.1.) jako wzorzec wewngtrzny, rownowazny
przewidywanej ilosci dichlorometanu i/lub 1,1,1-trichloroetanu zawartych w prébce.
Doktadnie wymiesza¢. Przemy¢ martwa objetos¢ zaworu 0,5 ml tetrachlorku wegla
(4.2.). Po wysuszeniu, oznaczy¢ roznicowo doktadnie dodana mase wzorca
Wewnetrznego.

6.2.2. Po napekieniu strzykawki probka, dysza strzykawki powinna by¢ przeptukana azotem
(4.6.), tak aby zadna pozostato$¢ probki nie zostata w niej przed wprowadzeniem do
chromatografu.

6.2.3. Po kazdym pobraniu probki, powierzchnie zaworu 1 czgsci przenoszacej powinny by¢
przeptukane kilkakrotnie acetonem (4.5.) (z uzyciem strzykawki do iniekcji
podskdrnych) i wysuszone doktadnie azotem (4.6.).

6.2.4. Dla kazdej analizy nalezy wykona¢ pomiary z uzyciem dwoch réznych butelek do
przenoszenia i powtarzac pieciokrotnie pomiary dla kazdej butelki.

7. Warunki analizy chromatograficzne]

7.1 Kolumna wstepna:

Potaczenie rurowe: stal nierdzewna.

Dtugos¢: 300 mm.

Srednica: 3 lub 6 mm.

Wypehienie: to samo, ktore jest uzywane do wypelnienia kolumny analityczne;.
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7.2. Kolumna
Faza stacjonarna jest przygotowana z Hallcomidu M 18 osadzonego na
chromosorbie. Kolumna powinna mie¢ zdolno$¢ rozdzielcza ,,R” réwna lub
wyzsza niz 1,5, gdzie:

— 2 d' (r2 B rl)
W, + W,
w ktorym:
rirn — czasy retencji (w minutach),

W1 W; —szerokosci piku w potowie wysokosci (w milimetrach),
d' — szybkos¢ przesuwu papieru (w milimetrach na minute).

7.3. Jako przyktad ponizsze kolumny daly oczekiwane wyniki:
Kolumna I I
Materiat Rurka ze stali nierdzewnej |Rurka ze stali nierdzewnej
Dhugos¢ 350 cm 400 cm
Srednica 3 mm 6 mm
Nosnik:
chromosorb WAW WAW-DMCS-HP
analiza sitowa 100-120 oczek 60—-80 oczek
Faza stacjonarna Hallcomid M18, 10 % Hallcomid M18, 20 %

Warunki temperaturowe moga si¢ rozni¢ zaleznie od aparatu. W przyktadach
ustalono je nastgpujaco:

Kolumna Il 17

Temperatury:

kolumna 65 °C 75 °C

dozownik 150 °C 125 °C

detektor 150 °C 200 °C
Gaz nosny:

szybkos¢

przeptywu helu 45 ml/min 60 ml/min

ci$nienie wlotowe 2,5 bara 2 bary
Dozowanie 15wl 15l
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8. Mieszanina do ustalenia wspotczynnika korekcyjnego
Sporzadzi¢ nastepujaca, dokladnie odwazona mieszaning w kolbie stozkowe;j
z korkiem:
Dichlorometan (4.3.), 30 % (m/m),
1,1,1-trichloroetan (4.4.), 35 % (m/m),
Chloroform (4. 1.), 35 % (m/m).

9. Obliczenia

9.1. Obliczenie wspotczynnika reakcji substancji ,,p” w stosunku do substancji ,,a
wybranej jako wzorzec wewnetrzny.
Poda¢ najpierw dane o pierwszej substancji oznaczonej ,,p”, gdzie:

2

k,  —jej wspolczynnik reakcji,
m, —jej masa w mieszaninie,
A, —powierzchnia jej piku.
Nastepnie poda¢ dane o substancji ,,a”, przyjmujac:
ka  —jej wspolczynnik reakcji,
M, —jej masa w mieszaninie,
A, —powierzchnia jej piku,

m_ XA

kK =—2 %
p

M, x A,

zatem:

Przyktadowo otrzymano nastgpujace wspotczynniki reakcji (przyjmujac dla
chloroformu k = 1) dla:

Dichlorometanu: k; = 0,78 £ 0,03
1,1,1-trichloroetanu: k, = 1,00 = 0,03

9.2. Obliczy¢ obecnos¢ w % (m/m) dichlorometanu 1 1,1,1-trichloroetanu w
analizowanej probce,
przyjmujac:
m, —masa (w gramach) wprowadzonego chloroformu,
M; —masa (w gramach) analizowanej probki,
A, —powierzchnia piku chloroformu,
A, —powierzchnia piku dichlorometanu,
A, —powierzchnia piku 1,1,1-trichloroetanu,
wtedy:
A, xk, x100
% (m/m) CHClL = e 2 X 4 X
A, xM,
A, xk, x100
% (m/m) CH;CCly = Ma X 2 X 60 X

A, x M,
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10. Powtarzalno$¢ (ISO 5725)
Dla zawartosci dichlorometanu i/lub 1,1,1-trichloroetanu 25 % (m/m) rdznica
migdzy wynikami dwéch rownolegltych oznaczen wykonanych dla tej samej
probki nie powinna przekracza¢ wartosci 2,5 % (m/m).

Identyfikowanie i oznaczanie chinolin-8-0lu i siarczanu
bis (8-hydroksychinoliny)

l. Cel i zakres stosowania
Metoda opisuje identyfikowanie i ilo§ciowe oznaczanie chinolin-8-olu i siarczanu
bis(8-hydroksychinoliny).

2. Definicja
Zawartos¢ chinolin-8-olu 1 siarczanu bis(8-hydroksychinoliny) w prébce wyrobu
oznaczana zgodnie z ta metoda jest wyrazona w procentach masowych chinolin-8-olu.

3. Zasada
3.1 Identyfikowanie

Identyfikowanie wykonuje si¢ metoda chromatografii cienkowarstwowej.
3.2 Oznaczanie

Oznaczanie przeprowadza si¢ metodq spektrometryczng przez pomiar gestosci
optycznej przy 410 nm kompleksu otrzymanego w reakcji z roztworem Fehlinga.

4. Odczynniki
Wszystkie odczynniki powinny by¢ czystosci analityczne;.

4.1. Chinolin-8-ol.

4.2. Benzen. Ze wzgledu na jego toksycznos¢ nalezy przedsiewziac srodki ostroznosci
podczas pracy z benzenem.

4.3. Chloroform.

4.4. Wodny roztwor wodorotlenku sodu, 50 % (m/m).

4.5. Pentahydrat siarczanu miedzi.

4.6. Winian sodowo-potasowy.

4.7. M roztwor kwasu chlorowodorowego.

4.8. 0,5 M roztwoér kwasu siarkowego.

4.9. M roztwor wodorotlenku sodu.

4.10. Etanol.

4.11. Butan-1-ol.

4.12. Kwas octowy lodowaty.

4.13. 0,1 M roztwor kwasu chlorowodorowego.

4.14. ,Celit 545” lub rownowazny.

4.15. Roztwory standardowe

4.15.1. Odwazy¢ 100 mg chinolin-8-olu (4.1.) w 100 ml kolbie miarowej. Rozpusci¢ w
matej ilosci kwasu siarkowego (4.8.). Uzupetli¢ do kreski roztworem kwasu
siarkowego (4.8.).

4.15.2. Odwazy¢ 100 mg chinolin-8-olu w 100 ml kolbie miarowej. Rozpusci¢ w etanolu
(4.10.). Uzupemi¢ do kreski etanolem (4.10.) 1 wymieszac.
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4.16. Roztwér Fehlinga
Roztwor A
Odwazy¢ 7 g pentahydratu siarczanu miedzi (4.5.) w 100 ml kolbie miarowe;.
Rozpusci¢ w matej ilosci wody. Uzupetni¢ do kreski woda 1 wymieszac.
Roztwor B
Odwazy¢ 35 g winianu sodowo-potasowego (4.6.) w 100 ml kolbie miarowe;.
Rozpusci¢ w 50 ml wody. Doda¢ 20 ml wodorotlenku sodu (4.4.). Uzupetni¢ woda
do kreski i wymiesza¢. Bezposrednio przed analizg przenies¢ po 10 ml roztworu A
i roztworu B do 100 ml kolby miarowej. Uzupetni¢ do kreski i wymieszac.

4.17. Roztwory wymywajace do chromatografii cienkowarstwowej
I: Butan-1-ol (4.11.)/kwas octowy (4.12.)/woda (80:20:20; v/v/v).
II:  Chloroform (4.13.)/kwas octowy (4.12.) (95:5; v/v).

4.18. 2,6-dichloro-4-(chloroimino)cykloheksa-2,5-dienon, 1 % (m/v) roztwor w etanolu
(4.10.).

4.19. Weglan sodu, 1 % (m/v) roztwor wodny.

4.20. Etanol (4.10.), 30 % (v/v) roztwdr wodny.

4.21. Etylenodiaminotetraoctan disodu, 5 % (m/v) roztwor wodny.

4.22. Roztwér buforowy o pH =7

Odwazy¢ 27 g bezwodnego diwodoroortofosforanu potasu i 70 g trihydratu
wodoroortofosforanu disodu w jednolitrowej kolbie miarowej. Uzupemi¢ woda do
kreski.

4.23. Gotowe plytki do chromatografii cienkowarstwowe;j
Gotowe ptytki do chromatografii cienkowarstwowej o grubosci 0,25 mm (na
przyktad Merck Kieselgel 60 lub réwnowazne). Przed uzyciem spryska¢ 10 ml
odczynnika (4.21.) 1 wysuszy¢ w 80 °C.

5. Aparatura

5.1. 100 ml kolba okragtodenna ze szlifem.

5.2. Kolby miarowe.

5.3. Pipety kalibrowane, 101 5 ml.

5.4. Pipety ze zbiornikiem gruszkowym, 20, 15, 101 5 ml.
5.5. Rozdzielacze, 100, 50 1 25 ml.

5.6. Karbowana bibuta filtracyjna, srednica 90 mm.

5.7. Wyparka obrotowa.

5.8. Chtodnica zwrotna ze szlifem.

5.9. Spektrofotometr.

5.10. Kuwety o dtugosci drogi optycznej 10 mm.

5.11. Mieszadto magnetyczne z ogrzewaniem.

5.12. Wymiary szklanej kolumny chromatograficznej: dtugos¢ 160 mm, srednica 8§ mm,

przewezenie w dolnym koncu zawiera tampon z waty szklanej, a w gérnym koncu
tacznik do podtaczenia doptywu zwiekszonego cisnienia.

6. Procedura
6.1. Identyfikowanie
6.1.1. Probki ciekle

6.1.1.1. Odczyn czgsci badanej prébki doprowadza si¢ do pH = 7,5 1 nanosi si¢ 10 pl na
lini¢ bazowgq przygotowanej uprzednio ptytki z zelem krzemionkowym (4.23.).

6.1.1.2. 10 1 30 pl roztworu standardowego (4.15.2.) nanosi si¢ w dwoch dodatkowych
punktach linii poczatkowej, po czym chromatogram na ptytce jest rozwijany w
jednym z dwéch roztworow wymywajacych (4.17.).

6.1.1.3.  Kiedy czoto rozpuszczalnika osiagnie 150 mm, ptytke suszy si¢ w 110 °C przez
15 minut. W $wietle lampy UV (366 nm) plamy chinolin-8-olu daja zéita
fluorescencje.
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6.1.14. Spryskac¢ ptytke roztworem weglanu sodu (4.19.). Wysuszy¢ 1 spryska¢ roztworem
2,6-dichloro-4-(chloroimino)-cykloheksa-2,5-dienonu (4.18.). Chinolin-8-ol staje
si¢ widoczny w postaci niebieskiej plamy.

6.1.2. Probki state lub kremy

6.1.2.1. Rozproszy¢ 1 g probki w 5 ml roztworu buforowego (4.22.). Nastgpnie przenies¢ z
10 ml chloroformu (4.3.) do rozdzielacza i1 wytrzasnaé. Po oddzieleniu warstwy
chloroformowej, warstwe wodng ekstrahowaé jeszcze dwa razy po 10 ml
chloroformu (4.3.). Odparowac potaczone i przesaczone ekstrakty chloroformowe
prawie do sucha w 100 ml kolbie okragtodennej (5.1.) na wyparce obrotowej (5.7.).
Rozpusci¢ pozostatlos¢ w 2 ml chloroformu (4.3.) 1 nanies¢ po 10 1 30 pl
otrzymanego roztworu na plytke do chromatografii cienkowarstwowej z zelem
krzemionkowym (4.23.) 1 postgpowac dalej zgodnie z metoda opisana w ppkt 6.1.1.1.

6.1.2.2.  Nanies¢ 10 1 30 pl roztworu standardowego (4.15.2.) na plytke 1 kontynuowac
postgpowanie zgodnie z opisem w ppkt 6.1.1.2.-6.1.1.4.

6.2. Oznaczanie

6.2.1. Probki ciekte

6.2.1.1. Odwazy¢ 5 g probki w 100 ml kolbie okragtodennej. Doda¢ 1 ml roztworu kwasu
siarkowego (4.8.) i odparowa¢ mieszaning prawie do sucha pod zmniejszonym
ci$nieniem w 50 °C.

6.2.1.2. Rozpusci¢ t¢ pozostatos¢ w 20 ml cieptej wody. Przenies¢ do 100 ml kolby
miarowej. Przemy¢ trzykrotnie 20 ml wody. Uzupeli¢ do 100 ml woda
1 wymieszac.

6.2.1.3. Wprowadzi¢ pipeta 5 ml tego roztworu do 50 ml rozdzielacza (5.5.). Doda¢ 10 ml
roztworu Fehlinga (4.16.). Ekstrahowa¢ otrzymany kompleks chinolin-8-olu
miedzi [w ISO: Cu-oksyna] trzykrotnie po 8 ml chloroformu (4.3.).

6.2.1.4. Przesaczy¢ 1 zebra¢ warstwy chloroformowe w 25 ml kolbie miarowej (5.2.).
Uzupemi¢ do kreski chloroformem (4.3.) i wytrzasna. Zmierzy¢ absorbancj¢
zoltego roztworu w pordwnaniu z chloroformem przy 410 nm.

6.2.2. Probki state lub kremy

6.2.2.1.  Odwazy¢ 0,500 g probki w 100 ml kolbie okragtodennej (5.1.). Doda¢ 30 ml
benzenu (4.2.) i 20 ml kwasu chlorowodorowego (4.7.). Ogrzewa¢ zawarto$¢
kolby do wrzenia pod chtodnicg zwrotna, z mieszaniem w ciggu 30 minut.

6.2.2.2. Przenies¢ zawartos¢ kolby do 100 ml rozdzielacza (5.5.). Poptuka¢ 5 ml 1 N kwasu
chlorowodorowego (4.7.). Przenies¢ faz¢ wodna do kolby okragtodennej (5.1.)
1 przemy¢ warstwe benzenowg 5 ml kwasu chlorowodorowego (4.7.).

6.2.2.3. W przypadku emulsji, ktore utrudniaja dalsze dziatania, zmiesza¢ 0,500 g probki z

2 g Celitu 545 (4.14.) do utworzenia sypkiego proszku. Przenies¢ mieszaning w
matych porcjach na szklang kolumng chromatograficzng (5.12.).
Po kazdym dodaniu mieszaniny ubija¢ wypetnienie kolumny do dotu.
Natychmiast po przeniesieniu catej mieszaniny do kolumny, nalezy wymywac ja
kwasem chlorowodorowym (4.13.) w taki sposob, aby otrzymaé¢ 10 ml eluatu
srednio w ciagu 10 minut (jesli to konieczne, wymywanie mozna wykona¢ pod
niewielkim cisnieniem azotu). Podczas wymywania nalezy sie¢ upewnié, czy
pewna warstwa kwasu chlorowodorowego zawsze znajduje si¢ powyzej
wypehienia kolumny. Pierwsze 10 ml eluatu jest nastgpnie poddane postepowaniu
opisanemu w ppkt 6.2.2.4.

6.2.2.4. Odparowaé zebrane warstwy wodne (6.2.2.2.) lub eluaty (6.2.2.3.) prawie do
sucha w wyparce obrotowej pod zmniejszonym ci$nieniem.
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6.2.2.5. Rozpusci¢ pozostatos¢ w 6 ml roztworu wodorotlenku sodu (4.9.). Doda¢ 20 ml
roztworu Fehlinga (4.16.) i przenies¢ zawartos¢ kolby do 50 ml rozdzielacza (5.5.).
Poptuka¢ kolbe 8 ml chloroformu (4.3.). Wytrzasnaé i przesaczy¢ warstwe
chloroformowg do 50 ml kolby miarowej (5.2.).

6.2.2.6.  Powtorzy¢ trzykrotnie ekstrakcje chloroformem (4.3.). Przesaczy¢ warstwy
chloroformowe i zebra¢ w 50 ml kolbie miarowej. Uzupetni¢ do kreski
chloroformem (4.3.) i wytrzasngé. Zmierzy¢ absorbancje zéttego roztworu w
poréwnaniu z chloroformem (4.3.) przy 410 nm.

7. Krzywa wzorcowa
Do czterech 100 ml kolb okragtodennych (5.1.), kazdej zawierajacej 3 ml 30 %
wodnego roztworu etanolu (4.20.), doda¢ pipeta porcje po 5, 10, 15 1 20 ml
roztworu standardowego (4.15.1.) odpowiadajace 5, 10, 15 1 20 mg chinolin-8-olu.
Postepowaé zgodnie z opisem w ppkt 6.2.1.

8. Obliczenie

8.1. Probki ciekte

Zawarto$¢ chinolin-8-olu (w % m/m) = 2 5 100,
m

gdzie:
a — ilo$¢ miligraméw chinolin-8-olu odczytana z krzywej wzorcowej (7.),
m  —ilo$¢ (w miligramach) probki analitycznej (6.2.1.1.).

8.2. Probki state lub kremy

Zawarto$¢ chinolin-8-olu (w % m/m) = 22 x 100,
m

gdzie:
a — ilo$¢ miligraméw chinolin-8-olu odczytana z krzywej wzorcowej (7.),
m  —ilo$¢ (w miligramach) probki analitycznej (6.2.2.1.).

9. Powtarzalnos¢ (ISO 5725)

Dla zawartosci okoto 0,3 % chinolin-8-olu réznica miedzy wynikami dwoch
rownolegltych oznaczen wykonanych dla tej samej probki nie powinna
przekroczy¢ wartos$ci absolutnej 0,02 %.

Oznaczanie amoniaku

1. Cel i zakres stosowania
Celem metody jest oznaczanie wolnego amoniaku w produktach kosmetycznych.

2. Definicja
Zawarto$s¢ amoniaku w probce wyrobu jest wyrazona w procentach masowych
amoniaku.

3. Zasada

Roztwor chlorku baru dodaje si¢ do préobki analitycznej produktu kosmetycznego
rozcienczonej w srodowisku wodno-metanolowym. Osad, ktory powstaje, zostaje
odsaczony lub odwirowany. Taki sposdb postepowania pozwala uniknac strat
amoniaku podczas destylacji z para wodna, z pewnych soli amonowych —
weglanu lub wodoroweglanu i soli kwasow ttluszczowych, z wyjatkiem octanu
amonu.

Amoniak jest oddestylowany z przesaczu lub z warstwy znad osadu z wiréwki z
para wodna i oznaczany miareczkowaniem potencjometrycznym lub innym.
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4. Odczynniki
Wszystkie odczynniki powinny by¢ czystosci analityczne;.

4.1. Metanol.

4.2. Dihydrat chlorku baru, roztwor 25 % (m/v).

43. Kwas ortoborowy, roztwor 4 % (m/v).

4.4. Kwas siarkowy, standardowy roztwér 0,25 M.

4.5. Ciecz przeciwdziatajaca pienieniu.

4.6. Wodorotlenek sodu, standardowy roztwér 0,5 M.

4.7. Wskaznik, jesli potrzeba: zmiesza¢ 5 ml 0,1 % (m/v) etanolowego roztworu
czerwieni metylowej z 2 ml 0,1 % (m/v) wodnego roztworu btekitu metylenowego.

5. Aparatura

S5.1. Zwykly sprzet laboratoryjny.

5.2. Wiréwka z zamykanymi 100 ml probéwkami.

5.3. Aparatura do destylacji z para wodna.

5.4. Potencjometr.

5.5. Pomiarowa elektroda szklana i nasycona elektroda kalomelowa.

6. Procedura

6.1. Odwazy¢ do 100 ml kolby miarowej mase (m) probki odpowiadajacej najwyzej
150 mg amoniaku.

6.2. Doda¢ 10 ml wody, 10 ml metanolu (4.1.) i 10 ml roztworu chlorku baru (4.2.).
Uzupetni¢ metanolem (4.1.) do 100 ml.

6.3. Wymieszac i pozostawi¢ na noc w loddwcee (5 °C).

6.4. Nastgpnie przesaczy¢ lub odwirowa¢ przez 10 minut roztwor w zamknigtych
probowkach tak, aby otrzymaé przezroczysty przesacz lub sklarowana warstwe
nad osadem.

6.5. Wprowadzi¢ pipeta 40 ml tego przezroczystego roztworu do aparatury do

destylacji z para wodna (5.3.) 1 nastgpnie dodad, jesli potrzeba, 0,5 ml cieczy
przeciwdziatajacej pienieniu (4.5.).

6.6. Destylowa¢ 1 zebra¢ 200 ml destylatu w 250 ml zlewce zawierajacej 10 ml
standardowego kwasu siarkowego (4.4.) 1 0,1 ml wskaznika (4.7.).
6.7. Odmiareczkowa¢ nadmiar kwasu standardowym roztworem wodorotlenku sodu (4.6.).

6.8. Uwaga: W przypadku oznaczenia potencjometrycznego, zebra¢ 200 ml destylatu w
250 ml zlewce zawierajacej 25 ml roztworu kwasu ortoborowego (4.3.)
1 miareczkowa¢ standardowym kwasem siarkowym (4.4.), zapisujac krzywa
zobojetniania.
7. Obliczenia
7.1 Obliczanie w przypadku odmiareczkowywania nadmiaru
Przyjeto:
Vi  —objetos¢ (w mililitrach) uzytego roztworu wodorotlenku sodu (4.6.),
M; —jego rzeczywiste stezenie molowe (4.6.),
M, —stezenie molowe roztworu kwasu siarkowego (4.4.),
m  —masa (w miligramach) pobranej probki analitycznej (6.1.),
zatem:

Jawartodé amoniaku % (m/m) = (20M, =V, M;) x17x100 (20M, —V, M,) x 4250
0 —_— =

0,4m m

7.2. Obliczanie w przypadku bezposredniego miareczkowania potencjometrycznego
Przyjeto:
V, —objetos¢ (w mililitrach) uzytego roztworu kwasu siarkowego (4.4.),
M, —jego rzeczywiste stezenie molowe (4.4.),
m  —masa (w miligramach) pobranej probki analitycznej (6.1.),



Dziennik Ustaw Nr 206 — 14445 — Poz. 2106

zatem:

V,xM, x17x100 4250V, M,
0,4 m m

zawarto$¢ amoniaku % (m/m) =

8. Powtarzalnos¢ (ISO 5725)
Dla zawartosci amoniaku okoto 6 % rdznica miedzy wynikami dwoch
rownoleglych oznaczen wykonanych dla tej samej probki nie powinna
przekraczaé absolutnej wartosci 0,6 %.

Identyfikowanie i oznaczanie nitrometanu

1. Cel i zakres stosowania
Metoda jest odpowiednia do identyfikowania i1 oznaczania nitrometanu do
zawartosci okoto 0,3 % w produktach kosmetycznych w opakowaniach
aerozolowych.

2. Definicja
Zawarto$¢ nitrometanu w probce wyrobu oznaczona zgodnie z ta metoda jest
wyrazona w procentach masowych nitrometanu w stosunku do catkowitej
zawartosci opakowania aerozolowego.

3. Zasada
Nitrometan jest identyfikowany w reakcji barwnej. Nitrometan jest oznaczany
metoda chromatografii gazowej po dodaniu wzorca wewngtrznego.

4. Identyfikowanie
4.1. Odczynniki
Wszystkie odczynniki powinny by¢ czystosci analityczne;.

Wodorotlenek sodu, 0,5 M roztwor.
Odczynnik Folina
Rozpusci¢ 0,1 g 3,4-diokso-3,4-dihydronaftaleno-1-sulfonianu sodu w wodzie
i rozcienczy¢ do 100 ml.
4.2. Procedura
Do 1 ml probki doda¢ 10 ml z ppkt 4.1.1. i 1 ml z ppkt 4.1.2. Fioletowe
zabarwienie wskazuje na obecnos¢ nitrometanu.
5. Oznaczanie
5.1. Odczynniki
Wszystkie odczynniki powinny by¢ czystosci analityczne;.
5.1.1 Chloroform (wzorzec wewnetrzny 1).
5.1.2. 2,4-dimetyloheptan (wzorzec wewngtrzny 2).
5.1.3. Etanol, 95 %.
514
5.1.5

>+
ol
o —

Nitrometan.
Chloroformowy roztwdr wzorcowy
Do wytarowanej 25 ml kolby miarowej wprowadzi¢ 650 mg chloroformu (5.1.1.).
Doktadnie zwazy¢ ponownie kolbg i zawartos¢. Uzupetnié¢ do 25 ml 95 %
etanolem (5.1.3.). Zwazy¢ 1 obliczy¢ procent masowy chloroformu w tym
roztworze.

5.1.6. Roztwor odniesienia 2,4-dimetyloheptanu
Sporzadzi¢ w podobny sposob jak chloroformowy roztwor odniesienia, lecz
zwazy¢ 270 mg 2,4-dimetyloheptanu (5.1.2.) w kolbie miarowej pojemnosci 25 ml.

5.2. Aparatura
5.2.1. Chromatograf gazowy z detektorem ptomieniowo-jonizacyjnym.
5.2.2. Aparatura do pobierania probek aerozoli (butelka do przenoszenia, taczniki do

mikrostrzykawek itp.).
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5.2.3. Zwykty sprzet laboratoryjny.
5.3. Procedura
5.3.1. Przygotowanie probki

Do 100 ml wytarowanej butelki do przenoszenia, przeptukanej lub oprdéznionej
z gazow, zgodnie z opisem postgpowania, wprowadzi¢ okoto 5 ml jednego
z roztworow standardowych (5.1.5. lub 5.1.6.). Stosowaé szklang strzykawke
pojemnosci 10 lub 20 ml, bez igly, dostosowana do cze$ci taczacych. Zwazy¢
ponownie dla oznaczenia wprowadzanej ilosci. Stosujac ten sam sposodb,
przenies¢ do tej butelki okoto 50 g zawartosci probki z opakowania
aerozolowego. Ponownie zwazy¢ dla okreslenia ilo$ci przeniesionej probki. Dobrze
wymiesza¢. Wprowadzi¢ okoto 10 pl probki, stosujac mikrostrzykawke (5.2.2.)
Wykona¢ pig¢ wstrzyknig¢ probki.

5.3.2. Przygotowanie préby standardowe;j
W 50 ml kolbie miarowej zwazy¢ doktadnie okoto 500 mg nitrometanu (5.1.4.)
1 500 mg chloroformu (5.1.1.) lub 210 mg 2,4-dimetyloheptanu (5.1.2.). Uzupeié
objetos¢ 95 % etanolem (5.1.3.). Dobrze wymiesza¢. Umiesci¢ 5 ml tego roztworu
w 20 ml kolbie miarowej. Uzupetnié¢ objetosé 95 % etanolem (5.1.3.).
Wprowadzi¢ okoto 10 pl probki, stosujac mikrostrzykawke (5.2.2.). Wykonaé
pie¢ wstrzyknig¢ probki.

5.3.3. Warunki chromatografii gazowe;j

53.3.1.  Kolumna
Sktada si¢ z dwoch czesci, pierwsze] zawierajacej jako wypelnienie ftalan
didecylu osadzony na Gas Chrom Q, drugiej zawierajacej jako wypetnienie Ucon
50 HB 280X na Gas Chrom Q. Przygotowana potaczona kolumna powinna mie¢
zdolnos¢ rozdzielcza ,,R” rowng lub lepsza niz 1,5, gdzie:

oy 4 -n)
W, +W,

w ktorym:

rin — czasy retencji (w minutach),

W11 W, —szerokos¢ pikow w potowie wysokosci (w milimetrach),
d' — szybkos¢ przesuwu papieru (w milimetrach/minute).

Jako przyktad uzyskano wymagana rozdzielczos¢ na kolumnie zawierajacej

nastepujace dwie czesci:

Kolumna A:

Materiat: stal nierdzewna.

Dhugos¢: 1,5 m.

Srednica: 3 mm.

Wypehnienie: 20 % ftalan didecylu na Gas Chrom Q (100-120 oczek).

Kolumna B:

Materiat: stal nierdzewna.

Dhugosé: 1,5 m.

Srednica: 3 mm.

Wypehienie: 20 % Ucon 50 HB 280X na no$niku Gas Chrom Q (100-120 oczek).
5.3.3.2 Detektor

Odpowiedni poziom czutosci dla elektrometru detektora plomieniowo-

-jonizacyjnego wynosi 8 x 107'°A.
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5.3.3.3. Warunki temperaturowe.
Stwierdzono, ze odpowiednie sg nastepujace warunki:

Otwor wlotowy dozownika: 150 °C,
Detektor: 150 °C,

Kolumna: migdzy 50 i 80 °C zaleznie od pojedynczych kolumn i aparatu.
5.3.34. Odpowiednie zasilanie gazem

Gaz nosny: azot.

Ci$nienie: 2,1 bara.

Przeptyw: 40 ml/min.

Zasilanie detektora: wedlug wskazowek producenta detektora.

6. Obliczenia
6.1. Wspdtczynnik reakcji nitrometanu, obliczony w stosunku do uzytego wzorca
wewngetrznego
Jezeli ,,n” oznacza nitrometan,
przyjeto:
k, —jego wspotczynnik reakcji,
m', —jego masa (w gramach) w mieszaninie,
S's —powierzchnia jego piku.
Jesli ,,¢” oznacza wzorzec wewngtrzny, chloroform lub 2,4-dimetyloheptan,
przyjeto:
m'. —jego masa (w gramach) w mieszaninie,
S'c  —powierzchnia jego piku,
zatem:
' '
K, = m' X S'.
m' S'

(k, zalezy od rodzaju aparatury).
6.2.  Stezenie nitrometanu w probce
Jesli ,,n” oznacza nitrometan,

przyjgto:

k,  —jego wspotczynnik reakcji,

S, —powierzchnia jego piku.

Jesli ,,¢” oznacza wewnetrzny wzorzec, chloroform lub 2,4-dimetyloheptan,
przyjeto:

m, —jego masa (w gramach) w mieszaninie,

S. —powierzchnia jego piku,

M  —masa (w gramach) przeniesionej probki aerozolu,

zatem zawarto$¢ nitrometanu w probce wynosi:

: k xS
% m/m nitrometanu = nl\l/; X % x 100

C

7. Powtarzalnos¢ (ISO 5725)
Dla zawartosci nitrometanu okoto 0,3 % (m/m) réznica migdzy wynikami dwoch
rownoleglych oznaczeh wykonanych dla tej samej probki nie powinna
przekroczy¢ wartosci absolutnej 0,03 % (m/m).
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Identyfikowanie i oznaczanie kwasu merkaptooctowego
w Srodkach do trwatej ondulacji, prostowania wlosow
i depilowania

1. Cel i zakres stosowania
Celem metody jest identyfikowanie i oznaczanie kwasu merkaptooctowego w
srodkach do trwatej ondulacji, prostowania wtosow i depilowania, w ktérych
moga si¢ znajdowac inne $rodki redukujace.

2. Definicja
Zawartos¢ kwasu merkaptooctowego oznaczona zgodnie z ta metodg jest
wyrazona w procentach masowych kwasu merkaptooctowego.

3. Zasada
Kwas merkaptooctowy identyfikuje si¢ w testach kroplowych 1 metoda
chromatografii cienkowarstwowej 1 oznacza jodometrycznie lub metoda
chromatografii gazowe;.

4. Identyfikowanie

4.1. Identyfikowanie w testach kroplowych

4.1.1. Odczynniki
Wszystkie odczynniki powinny by¢ czystosci analityczne;j.

4.1.1.1. Bibuta z dioctanem otowiu.

4.1.1.2.  Roztwér kwasu chlorowodorowego (jedna objetos¢ stezonego kwasu
chlorowodorowego i jedna objetos¢ wody).

4.1.2. Procedura

4.1.2.1. Identyfikowanie kwasu merkaptooctowego przez barwng reakcj¢ z dioctanem

otowiu (II)
Umiesci¢ krople analizowanej probki na bibule z dioctanem otowiu (II) (4.1.1.1.).
Jesli pojawi sig¢ intensywny z6tty kolor, oznacza to, ze kwas merkaptooctowy jest
prawdopodobnie obecny.
Czutosé: 0,5 %.

4.1.2.2. Wykrywanie siarczkOw nieorganicznych w reakcji wydzielania siarkowodoru
podczas zakwaszania probki
Wprowadzi¢ do probowki kilka miligramow badanej prébki. Doda¢ 2 ml wody
destylowanej i 1 ml kwasu chlorowodorowego (4.11.2.). Wydziela si¢
siarkowoddr, rozpoznawalny po zapachu, oraz czarny osad siarczku otowiu
powstaje na bibule z dioctanem otowiu (II) (4.1.1.1.).
Czutos¢: 50 ppm.

4.1.2.3.  Wykrywanie siarczyndw w reakcji powstawania ditlenku siarki po zakwaszeniu
probki
Postepowaé wedtug opisu w ppkt 4.1.2.2. Doprowadzi¢ do wrzenia. Ditlenek
siarki jest rozpoznawalny po zapachu oraz dzigki wlasnosciom redukujacym, na
przyktad wobec jonéw nadmanganianowych.

4.2. Identyfikowanie przez chromatografi¢ cienkowarstwowa

4.2.1. Odczynniki
Wszystkie odczynniki powinny by¢ czystosci analityczne;j.

4.2.1.1. Kwas merkaptooctowy (kwas tioglikolowy), o czystosci co najmniej 98 %
oznaczonej jodometrycznie.

4.2.1.2. Kwas 2,2'-ditiodi(octowy), o czystosci co najmniej 99 % oznaczonej
jodometrycznie.
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4.2.1.3.  Kwas 2-merkaptopropionowy (kwas tiomlekowy), o czystosci co najmniej 95 %
oznaczonej jodometrycznie.

4.2.1.4. Kwas 3-merkaptopropionowy, o czystosci co najmniej 98 % oznaczonej
jodometrycznie.

4.2.1.5. 3-merkaptopropano-1,2-diol (1-tioglicerol), o czystosci co najmniej 98 %
oznaczonej jodometrycznie.

4.2.1.6. Plytki cienkowarstwowe, z zelem krzemionkowym, przygotowane fabrycznie o
grubosci 0,25 mm.
4.2.1.7. Plytki cienkowarstwowe, z tlenkiem glinu, Merck F 254 E lub rownowazne.

4.2.1.8. Stezony kwas chlorowodorowy, d;’ = 1,19 g/ml.

4.2.1.9. Octan etylu.
4.2.1.10.  Chloroform.
421.11. Eter diizopropylowy.
4.2.1.12. Tetrachlorek wegla.
4.2.1.13. Kwas octowy lodowaty.
4.2.1.14. Jodek potasu, | % (m/v) roztwor wodny.
4.2.1.15.  Chlorek platyny (I1V), 0,1 % (m/v), roztwdr wodny.
4.2.1.16. Rozpuszczalniki wymywajace
4.2.1.16.1. Octan etylu (4.2.1.9.), chloroform (4.2.1.10.), eter diizopropylowy (4.2.1.11.),
kwas octowy (4.2.1.13.) (20:20:10:10 objetosciowo).
4.2.1.16.2. Chloroform (4.2.1.10.), kwas octowy (4.2.1.13.) (90:20 obje¢tosciowo).
4.2.1.17. Odczynniki wywotujace
4.2.1.17.1. Wymiesza¢ bezposrednio przed uzyciem jednakowe objetosci roztworu (4.2.1.14.)
i roztworu (4.2.1.15.).
4.2.1.17.2. Roztwor bromu: 5 % (m/v):
Rozpusci¢ 5 g bromu w 100 ml tetrachlorku wegla (4.2.1.12.).
4.2.1.17.3. Roztwor fluoresceiny: 0,1 % (m/v):
Rozpusci¢ 100 mg fluoresceiny w 100 ml etanolu.
4.2.1.17.4. Heptamolibdenian (VI) heksaamonu, 10 % (m/v) roztwor wodny.
4.2.1.18. Roztwory odniesienia
4.2.1.18.1. Kwas merkaptooctowy (4.2.1.1.), 0,4 % (m/v) roztwor wodny.
4.2.1.18.2. Kwas 2,2'-ditiodi(octowy) (4.2.1.2.), 0,4 % (m/v) roztwdr wodny.
4.2.1.18.3. Kwas 2-merkaptopropionowy (4.2.1.3.), 0,4 % (m/v) roztwdr wodny.
4.2.1.18.4. Kwas 3-merkaptopropionowy (4.2.1.4.), 0,4 % (m/v) roztwor wodny.
4.2.1.18.5. 3-merkaptopropano-1,2-diol (4.2.1.5.), 0,4 % (m/v) roztwor wodny.

4.2.2. Aparatura
Zwykta aparatura do chromatografii cienkowarstwowej.
4.2.3. Procedura

4.23.1.  Postgpowanie z probkami
Zakwasi¢ do pH = 1 kilkoma kroplami kwasu chlorowodorowego (4.2.1.8.)
1 przesaczy¢, jesli to konieczne.
W niektérych przypadkach moze by¢ pozadane rozcienczenie préobki. Jesli tak, to
przed rozcienczeniem nalezy zakwasi¢ ja kwasem chlorowodorowym.

423.2. Rozwijanie chromatogramu (eluowanie)
Umiesci¢ na ptytce 1 pl roztworu probki (4.2.3.1.) i po 1 pl kazdego z pigciu
roztwordw odniesienia (4.2.1.18.). Wysuszy¢ starannie w tagodnym strumieniu
azotu i eluowac¢ ptytki rozpuszczalnikami (4.2.1.16.1. lub 4.2.1.16.2.). Wysuszy¢
ptytke mozliwie najszybciej, aby unikna¢ utleniania tioli.

4.2.33.  Wykrywanie
Spryska¢ ptytke jednym z trzech reagentéw (4.2.1.17.1., 4.1.2.17.3. lub 4.2.1.17.4.).
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Jesli plytke spryskano odczynnikiem (4.2.1.17.3.), nalezy nastgpnie poddac ja
dziataniu pary bromu (na przyktad w komorze zawierajacej mata zlewke
odczynnika (4.2.1.17.2.) do chwili, w ktorej plamy stang si¢ widoczne.
Wykrywanie przez spryskanie odczynnikiem (4.2.1.17.4.) bedzie zadowalajace
tylko wtedy, jesli czas suszenia cienkiej warstwy nie przekroczy 30 minut.
4234. Interpretacja
Poréwna¢ wartosci Ry 1 kolory roztwordw odniesienia z odpowiednimi
warto$ciami dla roztworéw standardowych. Srednie wartosci Rp podane ponizej
jako ogolna wskazdéwka maja tylko wartos¢ porownawcza. Zalezg one od:

— stanu aktywowania cienkiej warstwy w czasie analizy chromatograficzne;,
— temperatury komory chromatograficznej.

Przyktadowe wartosci Rr otrzymane na plytce z warstwg zelu krzemionkowego

Roztwory rozwijajace
4.2.1.16.1. 4.2.1.16.2.
Kwas merkaptooctowy 0,25 0,80
Kwas 2-merkaptopropionowy 0,40 0,95
Kwas 2,2'-ditiodi(octowy) 0,00 0,35
Kwas 3-merkaptopropionowy 0,45 0,95
3-merkaptopropano-1,2-diol 0,45 0,35

5. Oznaczanie
W celu zapobiezenia utlenianiu oznaczenie kwasu merkaptooctowego musi by¢
wykonane z nieuzywanego wyrobu ze §wiezo otwartego opakowania.

Oznaczanie powinno si¢ zawsze rozpocza¢ od metody jodometrycznej (jodometrii).

5.1. Jodometria

5.1.1. Zasada
Oznaczanie jest wykonywane przez utlenianie grupy ,,-SH” jodem w srodowisku
kwasnym, zgodnie z rOwnaniem:

2 HOOC-CH,SH + I, — (HOOC-CH,-S), + 2 T + 2H"

5.1.2. Odczynniki
Jod, 0,05 M roztwor standardowy.
5.1.3. Aparatura

Zwykty sprzet laboratoryjny.

5.1.4. Procedura
Odwazy¢ doktadnie ilo§¢ probki miedzy 0,5 i 1 g w 150 ml kolbie stozkowej
zamykanej korkiem zawierajacej 50 ml wody destylowanej. Doda¢ 5 ml kwasu
chlorowodorowego (4.1.1.2.) (pH roztworu okoto 0) i miareczkowaé roztworem
jodu (5.1.2.) az do pojawienia si¢ zottego koloru. W razie potrzeby zastosowac
wskaznik (np. roztwor skrobi lub tetrachlorek wegla).
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5.1.5. Obliczenie
Zawartos¢ kwasu merkaptooctowego oblicza si¢ zgodnie ze wzorem:

92xnx100 0,92n

% (m/m) = =
1000 x 10 x m m
gdzie:
m  —masa (w gramach) probki analityczne;,
n — objetos¢ uzytego roztworu jodu (5.1.2.).
5.1.6. Uwagi

Jesli wynik obliczony jako zawartos¢ kwasu merkaptooctowego wynosi 0,1 % lub
znacznie ponizej dozwolonego maksymalnego stezenia, nie ma zadnego powodu
dla przeprowadzania nast¢pnego oznaczania. Jesli wynik jest rowny lub wyzszy
od dozwolonego maksymalnego st¢zenia 1 identyfikowanie ujawnito obecnosé¢
kilku srodkéw redukujacych, konieczne jest wykonanie oznaczenia metoda
chromatografii gazowe;.

5.2. Chromatografia gazowa

5.2.1. Zasada
Kwas merkaptooctowy zostaje wydzielony ze srodowiska probki przez wytracanie
roztworem dioctanu kadmu. Po metylowaniu diazometanem, przygotowanym in
situ lub lepiej w roztworze eteru dietylowego, pochodna metylowa kwasu
merkaptooctowego jest oznaczana chromatografia gazowa/cieczowa z uzyciem
kaprylanu metylu jako wzorca wewngtrznego.

5.2.2. Odczynniki
Wszystkie odczynniki muszg by¢ czystosci analitycznej.

5.2.2.1. Kwas merkaptooctowy, 98 %.

5.2.2.2.  Kwas chlorowodorowy, d:’ = 1,19 g/ml.

5.2.2.3. Metanol.

5.2.24. Dihydrat dioctanu kadmu (II), 10 % (m/v) roztwdr wodny.

5.2.2.5. Kaprylan metylu, 2 % (m/v) roztwér w metanolu.

5.2.2.6. Octanowy roztwor buforowy (pH = 5):
Trihydrat octanu sodu, 77 g,
Kwas octowy lodowaty, 27,5 g,
Woda demineralizowana do otrzymania koncowej obj¢tosci jednego litra.

5.2.2.7. Kwas chlorowodorowy, 3 M roztwor w metanolu (5.2.2.3.), $wiezo przygotowany.

5.2.2.8.  l-metylo-3-nitro-lI-nitrozoguanidyna.

5.2.2.9. Wodorotlenek sodu, roztwor 5 M.

5.2.2.10  Jod, 0,05 M roztwor standardowy.

5.2.2.11. Eter dietylowy.

5.2.2.12. Roztwor diazometanu przygotowany z N-metylo-N-nitrozo-4-
-tolulenosulfonoamidu (Fieser, Reagents for Organic Synthesis (Wiley), 1967)
Otrzymany roztwoér zawiera okoto 1,5 g diazometanu w 100 ml eteru dietylowego.
Poniewaz diazometan jest gazem toksycznym 1 bardzo nietrwalym, wszystkie
doswiadczenia musza by¢ prowadzone pod sprawnie dziatajacym wyciagiem oraz
nalezy unika¢ stosowania aparatury szklanej z potaczeniami szlifowymi (istniejq
specjalne zestawy przeznaczone do postugiwania si¢ diazometanem).

5.2.3. Aparatura
5.2.3.1.  Zwykly sprzet laboratoryjny.
5.2.3.2. Aparatura do przygotowania diazometanu do metylowania in situ (patrz Fales

H.M., Jaouni T.M., Babashak J.F., Analyt. Chem.,1973, 45, 2302).
5.2.3.3. Aparatura do ulepszonego przygotowania diazometanu (Fieser).



Dziennik Ustaw Nr 206 — 14452 — Poz. 2106

5.2.4. Przygotowanie probki
Zwazy¢ doktadnie w 50 ml probowce wirdwki wystarczajacq ilos¢ probki, aby
otrzymac przypuszczalng ilos¢ 50-70 mg kwasu merkaptooctowego. Dodac¢ kilka
kropel kwasu chlorowodorowego (5.2.2.2.) do otrzymania pH okoto 3.
Doda¢ 5 ml demineralizowanej wody 1 10 ml roztworu buforu octanowego
(5.2.2.6.).
Sprawdzi¢ papierkiem wskaznikowym, czy pH wynosi okoto 5. Nastgpnie dodaé
5 ml roztworu dioctanu kadmu (5.2.2.4.).
Poczeka¢ 10 minut i nastepnie odwirowa¢ w ciagu co najmniej 15 minut przy
4 000 obrotach/min. Usuna¢ ptywajaca na wierzchu ciecz, ktéra moze zawierad
nierozpuszczalny tluszcz (w przypadku kremoéw). Thuszcz ten nie powinien by¢
zmieszany z tiolami, ktore zbieraja si¢ w zgeszczonej masie na dnie probowki.
Sprawdzi¢, czy nie wytraca si¢ zaden osad po dodaniu kilku kropel roztworu
octanu kadmu (II) (5.2.2.4.) do warstwy powierzchniowej.
Jesli wczesniej podczas identyfikowania nie stwierdzono zadnych czynnikow
redukujacych innych niz tiole, nalezy sprawdzi¢ metoda jodometryczna, czy
zawarto$¢ tiolu obecnego w warstwie powierzchniowej nie przekracza 6-8 % jego
poczatkowej ilosci.
Wprowadzi¢ 10 ml metanolu (5.2.2.3.) do probowki wiréwki zawierajacej osad
1 starannie rozproszy¢ osad mieszajac. Odwirowac ponownie w ciagu co najmniej
15 minut przy 4 000 obrotach/min. Zla¢ ciecz plywajaca na wierzchu i sprawdzié
obecnos¢/nieobecnosc tioli.
Przemywac osad po raz drugi, postepujac w ten sam sposob.
Uzywajac stale t¢ sama probéwke wirowki, dodad:
— 2 ml roztworu kaprylanu metylu (5.2.2.5.),
— 5 ml kwasu chlorowodorowego w metanolu (5.2.2.7.).
Catkowicie rozpusci¢ tiole (niewielka ilo$¢ nierozpuszczonej substancji moze
pozostac¢ z domieszek). Jest to roztwor ,,S”.

Pobra¢ cze$¢ tego roztworu, aby potwierdzi¢ jodometrycznie, ze zawartos¢ tioli
stanowi co najmniej 90 % zawartosci otrzymanej w ppkt 5.1.

5.2.5. Metylowanie
Metylowanie prowadzone jest metodq in situ (5.2.5.1.) lub za pomocg wczesniej
przygotowanego roztworu diazometanu (5.2.5.2.).

5.2.5.1. Metylowanie in situ
Do aparatu do metylowania (5.2.3.2.) zawierajacego | ml eteru (5.2.2.11.)
wprowadzi¢ 50 pl roztworu ,,S” i metylowa¢ metoda (5.2.3.2.) z dodatkiem okoto
300 mg l-metylo-3-nitro-l-nitrozoguanidyny (5.2.2.8.). Po 15 minutach (roztwor
eterowy powinien by¢ zotty, co wskazuje na nadmiar diazometanu) przeniesé¢
probke roztworu do 2 ml butelki z hermetycznym korkiem. Umiesci¢ w lodowce
do nastgpnego dnia. Metylowac réwnoczesnie dwie probki.

5.2.5.2. Metylowanie przygotowanym wczesniej roztworem diazometanu
Do 5 ml kolby z korkiem wprowadzi¢ 1 ml roztworu diazometanu (5.2.2.12.),
nastepnie 50 ul roztworu ,,S”. Pozostawi¢ w lodowce do nastgpnego dnia.

5.2.6. Przygotowanie roztworu standardowego
Przygotowac standardowy roztwor kwasu merkaptooctowego (5.2.2.1.) o znanym
stezeniu zawierajacy okoto 60 mg czystego kwasu merkaptooctowego (5.2.2.1.)
w 2 ml. Jest to roztwor ,,E”. Wytraci¢ osad, zanalizowac 1 metylowac¢ tak, jak
opisano w ppkt 5.2.4.15.2.5.
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5.2.7. Warunki chromatografii gazowej
52.7.1.  Kolumna:
Typ: stal nierdzewna.
Dlugos¢: 2 m.
Srednica: 3 mm.
5.2.7.2. Wypehienie:
20 % ftalan didecylu/chromosorb WAW 80-100 oczek.
5.2.7.3.  Detektor
Detektor ptomieniowo-jonizacyjny. Odpowiednia czutos¢ ustalona dla
elektrometru detektora plomieniowo-jonizacyjnego wynosi 8 x 10'°A.
5.2.7.4.  Zasilanie gazami:
Gaz no$ny: azot:
cisnienie: 2,2 bara,
przeptyw: 35 ml/min.
Gaz pomocniczy: wodor:
cisnienie: 1,8 bara,
przeptyw: 15 ml/min.
Zasilanie detektora: podane przez producenta aparatu.
5.2.7.5. Warunki temperaturowe
Dozownik: 200 °C
Detektor 200 °C
Kolumna: 90 °C.
5.2.7.6. Szybkos¢ przesuwu papieru rejestratora
S mm/min.
5.2.7.77.  Wprowadzana ilos¢ probki
3 ul, wykonaé 5 powtdrzen wprowadzania préobki.
5.2.7.8. Warunki chromatografii gazowej sq podane orientacyjnie. Pozwalaja one na
uzyskanie rozdzielczosci ,,R” réwnej lub wyzszej od 1,5, gdzie:

q_pd =T
W, + W,
w ktorym:
rirn — czasy retencji (w minutach),
W11 W, —szerokos$¢ pikow w potowie wysokosci (w milimetrach),
d — szybko$¢ przesuwu papieru (w milimetrach na minutg).

Poleca si¢ stosowanie programu wzrostu temperatury przez jej regulacje
w zakresie od 90-150 °C z szybkoscia 10 °C na minutg tak, aby wyeliminowac
substancje, ktére moga przeszkadza¢ w kolejnych pomiarach.

5.2.8. Obliczenia

5.2.8.1. Wspoétczynnik korekcyjny kwasu merkaptooctowego
Jest on obliczany w stosunku do kaprylanu metylu na podstawie mieszaniny
standardowe;.

Jesli ,,t” oznacza kwas merkaptooctowy,

przyjeto:
ki  —jego wspotczynnik reakcji,
m' —jego masa (w miligramach) w mieszaninie,

S't  —powierzchnia jego piku.
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Jesli ,,¢” oznacza kaprylan metylu,
przyjeto:
m'. —jego masa (w miligramach) w mieszaninie,
S'  —powierzchnia jego piku,
zatem:
kt = m’t X S—f
m; S|

C

Wspotezynnik ten zmienia si¢ zaleznie od stosowanej aparatury.
52.8.2 Zawarto$¢ kwasu merkaptooctowego obecnego w probce

Jesli ,,t” oznacza kwas merkaptooctowy,

przyjeto:

ki  —jego wspotczynnik reakcji,

S¢  —jego powierzchnia piku.

Jesli ,,¢” oznacza kaprylan metylu,

przyjeto:

m, —masa kaprylanu metylu (w miligramach) w mieszaninie,
S. —powierzchnia jego piku,

M  —masa (w miligramach) poczatkowej probki analityczne;,

zatem zawartos¢ kwasu merkaptooctowego obecnego w prébce wynosi:

C

M

6. Powtarzalnos$¢ (ISO 5725)
Dla zawartosci kwasu merkaptooctowego 8 % (m/m) réznica miedzy wynikami
dwoch rownoleglych oznaczen wykonanych dla tej samej probki nie powinna
przekraczaé¢ absolutnej wartosci 0,8 % (m/m).

m—X@X1OO

C

Identyfikowanie i oznaczanie heksachlorofenu

A. Identyfikowanie

1. Cel 1 zakres stosowania
Metoda wtasciwa do badan wszystkich produktow kosmetycznych.
2. Zasada

Heksachlorofen w probce wyrobu jest ekstrahowany octanem etylu i identyfikowany
metoda chromatografii cienkowarstwowe;.

3. Odczynniki
Wszystkie odczynniki powinny by¢ czystosci analityczne;j.

3.1. Kwas siarkowy, roztwor 4 M.

3.2. Celit AW.

3.3. Octan etylu.

3.4. Rozpuszczalnik rozwijajacy: benzen zawierajacy 1 % (v/v) kwasu octowego
lodowatego.

3.5. Srodek wywotujacy I:

Roztwdr rodaminy B: rozpusci¢ 100 mg rodaminy B w mieszaninie 150 ml eteru
dietylowego, 70 ml absolutnego etanolu i 16 ml wody.

3.6. Srodek wywotujacy II:
Roztwor 2,6-dibromo-4-(chloroimino)cykloheksa-2,5-dienonu: rozpusci¢ 400 mg
2,6-dibromo-4-(chloroimino)cykloheksa-2,5-dienonu w100 ml metanolu
(przygotowaé codziennie swiezy roztwor).
Roztwdr weglanu sodu: rozpuscic¢ 10 g weglanu sodu w 100 ml demineralizowanej
wody.



Dziennik Ustaw Nr 206 — 14455 — Poz. 2106

3.7. Roztwor odniesienia:
Heksachlorofen, 0,05 % (m/v), roztwor w octanie etylu.

4. Aparatura

4.1. Plytki z zelem krzemionkowym Kiesel gel 254 TLC, 200 x 200 mm (lub
rownowazne).

4.2. Zwykty sprzet do chromatografii cienkowarstwowe;.

43. Laznia termostatowana w 26 °C do utrzymywania komory chromatograficznej
w statej temperaturze.

5. Przygotowanie probki do badan

S5.1. Starannie wymiesza¢ 1 g homogenizowanej prébki z 1 g Celit AW (3.2.) 1 1 ml
kwasu siarkowego (3.1.).

5.2. Suszy¢ w 100 °C przez dwie godziny.

5.3. Schiodzi¢ i doktadnie sproszkowaé wysuszong pozostatosc.

5.4. Ekstrahowa¢ dwukrotnie 10 ml octanu etylu (3.3.) odwirowujac po kazdej
ekstrakcji 1 potaczy¢ warstwy octanu etylu.

5.5. Odparowaé w 60 °C.

5.6. Rozpusci¢ pozostatos¢ w 2 ml octanu etylu (3.3.).

6. Procedura

6.1. Nanie$¢ 2 pl roztworu probki analitycznej (5.6.) 1 2 pl roztworu odniesienia (3.7.)
na ptytke do chromatografii cienkowarstwowej (4.1.).

6.2. Nasyci¢ komorg (4.3.) rozpuszczalnikiem rozwijajacym (3.4.).

6.3. Umiesci¢ ptytke chromatograficzng w komorze i rozwija¢ do wysokosci 150 mm.

6.4. Wyjaé¢ plytke chromatograficzna 1 wysuszy¢ w wentylowanej suszarce
w temperaturze okoto 105 °C.

6.5. Wywotywanie

Plamy heksachlorofenu na ptytce cienkowarstwowej wywotuje si¢ wedlug opisu
w ppkt 6.5.1. lub 6.5.2.

6.5.1. Spryska¢ ptytke rownomiernie srodkiem wywotujacym 1 (3.5.). Po 30 minutach
ocenia¢ ptytke w swietle UV przy 254 nm.
6.5.2. Spryska¢ ptytke srodkiem wywotujacym II  roztworem 2,6-dibromo-4-

-(chloroimino)cykloheksa-2,5-dienonu  (3.6.). Nastgpnie spryska¢ plytke
roztworem weglanu sodu (3.6.). Ocenia¢ plytke w S$wietle dziennym
po 10 minutach suszenia w temperaturze pokojowe;.

7. Interpretacja

7.1. Srodek wywotujacy I (3.5.):
Heksachlorofen pojawia si¢ jako niebieskawa plama na zottopomaranczowym tle
1 ma wspotczynnik R w przyblizeniu 0,5.

7.2. Srodek wywotujacy 11 (3.6.):
Heksachlorofen pojawia si¢ jako plama szafirowoturkusowa na biatym tle i ma
wspotczynnik Ry w przyblizeniu 0,5.

B. Oznaczanie

1. Cel i zakres stosowania
Metoda moze by¢ stosowana do badania wszystkich produktéw kosmetycznych.
2. Definicja

Zawartos¢ heksachlorofenu w probce wyrobu oznaczona zgodnie z ta metoda jest
wyrazona w procentach masowych heksachlorofenu.
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3. Zasada
Heksachlorofen jest oznaczany po przeprowadzeniu w pochodna metylowa
metoda chromatografii gazowej z detektorem wychwytu elektrondw.

4. Odczynniki
Wszystkie odczynniki powinny by¢ czystosci analityczne;j.

4.1. Octan etylu.

4.2. N-metylo-N-nitrozo-4-toluenosulfonoamid (diazald).

4.3. Eter dietylowy.

4.4. Metanol.

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

4.6. Kwas mréwkowy.

4.7. Wodorotlenek potasu, 50 % (m/m) roztwor wodny (przygotowany $wiezo
kazdego dnia).

4.8. Heksan do spektroskopii.

4.9. Bromochlorofen (substancja standardowa nr 1).

4.10. 4,4',6,6'-tetrachloro-2,2'-tiodifenol (substancja standardowa nr 2).

4.11. Eter 2,4,4 '-trichloro-2-hydroksydifenylowy (substancja standardowa nr 3).

4.12. Aceton.

4.13. 4 M kwas siarkowy.

4.14. Celit AW.

4.15. Roztwor kwasu mréwkowego/octanu etylu, 10 % (v/v).

4.16. Heksachlorofen.

5. Aparatura

5.1. Zwykty sprzet laboratoryjny.

5.2. Miniaparat do otrzymywania diazometanu (Analyt. Chem., 1973, 45, 2302-2).

5.3. Chromatograf gazowy wyposazony w detektor wychwytu elektrondw ze zrodiem
63 Ni.

6. Procedura

6.1. Przygotowanie roztworu standardowego

Wybiera si¢ taka substancje standardowa, ktora nie koliduje z Zadnym
sktadnikiem zawartym w analizowanym produkcie. Zwykle substancja
standardowa nr | jest najodpowiedniejsza (4.9.).

6.1.1. Odwazy¢ doktadnie okoto 50 mg substancji standardowej nr 1, 2 lub 3 (4.9., 4.10.
lub 4.11.) 1 50 mg heksachlorofenu (4.16.) do 100 ml kolby miarowej. Uzupehié
objetos¢ do kreski octanem etylu (4.1.) (roztwér A). Rozcienczy¢ 10 ml
roztworu A do 100 ml octanem etylu (4.1.) (roztwor B).

6.1.2. Odwazy¢ doktadnie okoto 50 mg substancji standardowej nr 1, 2 lub 3 (4.9., 4.10.
lub 4.11.) do 100 ml kolby miarowej. Uzupetni¢ objetos¢ do kreski octanem etylu
(4. 1.) (roztwor C).

6.2. Przygotowanie prébki
Uwaga: Ze wzgledu na szeroka gamg produktow kosmetycznych, w ktorych moze
mmajdowac sig¢ heksachlorofen, wazna rzecza jest sprawdzenie odzyskiwania
heksachlorofenu z probki wedfug powyzszej procedury przed zarejestrowaniem
wynikow. Jesli odzyskiwane sa niewielkie ilosci, to modyfikacje takie jak zmiana
rozpuszczalnika (benzen zamiast octanu etylu) itp. mogtyby by¢ wprowadzone za
zgoda zainteresowanych stron.
Odwazy¢ doktadnie 1 g ujednoliconej probki i wymieszaé starannie z 1 ml kwasu
siarkowego (4.13.), 15 ml acetonu (4.12.) 1 8 g Celitu AW (4.14.). Suszy¢
mieszaning na powietrzu w ciagu 30 minut na tfazni parowej, nastepnie suszy¢ w
ciagu pottorej godziny w suszarce z przeptywem powietrza. Schiodzié, rozetrzeé
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pozostatos¢ na proszek i nanies¢ na szklang kolumng. Eluowaé octanem etylu
(4.1.) 1 zebra¢ 100 ml. Doda¢ 2 ml roztworu wewngtrznego standardu (roztwor C)
(6.1.2.).

6.3. Metylowanie probki
Schtodzi¢ wszystkie odczynniki oraz aparaturg do temperatury miedzy 0 a 4 °C na
dwie godziny. W zewnetrznej komorze aparatury do diazometanu umiesci¢ 1,2 ml
roztworu otrzymanego w ppkt 6.2. i 0,] ml metanolu (4.4.). W centralnym
zbiorniku umiesci¢ okoto 200 mg diazaldu (4.2.), doda¢ 1 ml karbitolu (4.5.)
i 1 ml eteru dietylowego (4.3.) i rozpusci¢. Ztozy¢ aparature, w potowie zanurzy¢
aparatur¢ w tazni o temperaturze 0 °C 1 wprowadzi¢ strzykawka okoto | ml
schtodzonego roztworu wodorotlenku potasu (4.7.) do centralnego zbiornika.
Upewnic€ sig, ze z6tty kolor powstaty przy tworzeniu si¢ diazometanu jest trwaty.
Jesli z6tty kolor nie jest trwaty, nalezy powtdérzy¢ metylowanie, dodajac nastgpna
porcje 200 mg diazaldu (4.2.).
Uwaga: Trwatos¢ Zottego koloru wskazuje na nadmiar diazometanu, kiory jest
niezbedny do zapewnienia catkowitego zmetylowania probki.
Aparature usuwa si¢ z tazni po 15 minutach i1 nast¢pnie pozostawia zamknigty
w temperaturze otoczenia przez 12 godzin. Otworzy¢ aparature, zwiaza¢ nadmiar
diazometanu dodajac kilka kropli 10 % (v/v) roztworu kwasu mréwkowego
w octanie etylu (4.15.) 1 przenies¢ roztwdr organiczny do 25 ml kolby miarowe;.
Uzupetni¢ objetos¢ heksanem (4.8.) do kreski.
Wprowadzi¢ strzykawka 1,5 pl tego roztworu do chromatografu.

6.4. Metylowanie probki standardowej
Schiodzi¢ wszystkie odczynniki oraz aparature do temperatury migdzy 014 °C na
dwie godziny. W zewnetrznej komorze aparatury do diazometanu umiescic:
0,2 ml roztworu B (6.1.1.),
1 ml octanu etylu (4.1.),
0, I ml metanolu (4.4.).
Prowadzi¢ metylowanie tak, jak opisano w ppkt 6.3. Wprowadzi¢ strzykawka
1,5 pl otrzymanego roztworu do chromatografu.

7. Chromatografia gazowa
Kolumna musi zapewni¢ zdolnos¢ rozdzielcza ,,R” réwna lub lepsza niz 1,5,
gdzie:

d'(r, - 1)
W, + W,

R=2

w ktorym:

rirn — czasy retencji (w minutach),

W11 W, —szerokos¢ pikow w potowie wysokosci (w milimetrach),
d' — szybkos¢ przesuwu papieru (w milimetrach na minute).

Nastepujace warunki chromatografii gazowej uznano za odpowiednie:

Kolumna: stal nierdzewna.
Dhugosé: 1,7 m.
Srednica: 3 mm.
Nosnik:
chromosorb: WAW
analiza sitowa: 80—120 oczek.
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Faza stacjonarna: 10 % OV 17.
Temperatury:
kolumna: 280 °C,
dozownik: 280 °C,
detektor: 280 °C.
Gaz no$ny: azot wolny od tlenu.
Ci$nienie: 2,3 bara.
Przeptyw: 30 ml/min.
8. Obliczenie
8.1. Wspotczynnik reakcji heksachlorofenu
Jest on obliczany w odniesieniu do wybranej substancji standardowej w stosunku
do standardowej mieszaniny.

Przyjeto:
h — heksachlorofen,
kp,  —jego wspolczynnik reakcji,

m'y, —jego masa (w gramach) w mieszaninie,
A'y,  —powierzchnia jego piku,

S — wybrana substancja standardowa,

m's —jej masa (w gramach) w mieszaninie,
A's —powierzchnia jej piku,

zatem:
! A!
k= x
ms Ah
8.2.  Ilos¢ heksachlorofenu w prébce

Przyjeto:
h — heksachlorofen,
kn  —jego wspdtczynnik reakc;ji,
Ay —powierzchnia jego piku,
] — wybrana substancja standardowa,
mg —jego masa (w gramach) w mieszaninie,
As  —powierzchnia jego piku,
M —masa (w gramach) pobranej probki,

zatem % (m/m) heksachlorofenu w prébce wynosi:

m, xk, x A, x100
Mx A,

9. Powtarzalnos¢ (ISO 5725)
Dla zawartosci heksachlorofenu 0,1 % (m/m) réznica migdzy wynikami dwoch
rownolegltych oznaczen wykonanych dla tej samej probki nie powinna
przekraczaé¢ absolutnej wartosci 0,005 % (m/m).
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Ilosciowe oznaczanie soli sodowej N-chloro-4-
-toluenosulfonoamidu

1. Cel i zakres stosowania
Celem metody jest iloSciowe oznaczanie za pomocg chromatografii
cienkowarstwowej soli sodowej N-chloro-4-toluenosulfonoamidu (chloramina-T)
w produktach kosmetycznych.

2. Definicja
Zawarto$¢ chloraminy-T w prébce wyrobu oznaczona zgodnie z ta metoda jest
wyrazona w procentach masowych (m/m).

3. Zasada
Chloramina-T ulega catkowitej hydrolizie do 4-toluenosulfonoamidu przez
ogrzewanie do wrzenia z kwasem chlorowodorowym.

[los¢ powstatego 4-toluenosulfonoamidu jest oznaczana fotodensytometrycznie
przez chromatografi¢ cienkowarstwowa.

4. Odczynniki
Wszystkie odczynniki powinny by¢ czystosci analityczne;.

4.1. S6l sodowa N-chloro-4-toluenosulfonoamid (chloramina-T).

4.2. Standardowy roztwor 4-toluenosulfonoamidu: 50 mg 4-toluenosulfonoamidu
w 100 ml etanolu (4.5.).

43. Kwas chlorowodorowy, 37 % (m/m), d3° =1,18 g/ml.

4.4, Eter dietylowy.

4.5. Etanol, 96 % (v/v).

4.6. Roztwér rozwijajacy

4.6.1. 1-Butanol/etanol (4.5.)/woda (40:4:9, v/v/v) lub

4.6.2. Chloroform/aceton (6:4, v/v).

4.7. Przygotowane fabrycznie ptytki do chromatografii cienkowarstwowej, zel
krzemionkowy 60, bez wskaznika fluorescencyjnego.

4.8. Manganian (VII) potasu.

4.9. Kwas chlorowodorowy, 15 % (m/m).

4.10. Odczynnik wywotujacy: 2-toluidyna, 1 % (m/v) roztwor etanolu (4.5.).

5. Aparatura

5.1. Zwykta aparatura laboratoryjna.

5.2. Zwyktly sprzet do chromatografii cienkowarstwowej.

5.3. Fotodensytometr.

6. Procedura

6.1. Hydroliza

Odwazy¢ doktadnie w 50 ml okragtodennej kolbie okoto 1 g probki (m). Dodaé
5 ml wody i 5 ml kwasu chlorowodorowego (4.3.) 1 ogrzewa¢ do wrzenia przez
jedna godzing, stosujac chtodnice zwrotna. Bezzwlocznie przenie$s¢ goraca
suspensj¢ z woda do 50 ml kolby miarowej. Pozostawi¢ do schtodzenia
i uzupehi¢ do kreski woda. Odwirowywaé przy co najmniej 3 000 obrotéw/min
przez pie¢ minut 1 przefiltrowa¢ warstwe ciekla.

6.2. Ekstrakcja

6.2.1. Pobra¢ 30 ml przesaczu i ekstrahowac trzykrotnie po 15 ml eteru dietylowego
(4.4.). Jesli to konieczne, wysuszy¢ warstwy eterowe i1 polaczy¢ je w 50 ml kolbie
miarowej. Uzupehi¢ eterem dietylowym (4.4.).

6.2.2. Pobra¢ 25 ml wysuszonego ekstraktu eterowego i1 odparowa¢ do sucha
w strumieniu azotu. Ponownie rozpusci¢ pozostatos¢ w 1 ml etanolu (4.5.).
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6.3. Chromatografia cienkowarstwowa

6.3.1. Nanies¢ 20 pl pozostatosci etanolowej (6.2.) na plytke do chromatografii
cienkowarstwowej (4.7.).
W tym samym czasie i w ten sam sposob nanies¢ po 8, 12, 16 1 20 pl
standardowego roztworu 4-toluenosulfonoamidu (4.2.).

6.3.2. Nastepnie rozwija¢ w przyblizeniu na wysoko$¢ 150 mm w roztworze
rozwijajacym (4.6.1. lub 4.6.2.).
6.3.3. Po catkowitym odparowaniu rozpuszczalnika rozwijajacego, umiesci¢ ptytke na

dwie lub trzy minuty w atmosferze pary chloru, utworzonych przez nalanie okoto
100 ml kwasu chlorowodorowego (4.9.) na okoto 2 g manganianu (VII) potasu
(4.8.) w zamknietym naczyniu. Usung¢ nadmiar chloru przez ogrzewanie phytki
do 100° C w ciggu pigciu minut. Nastepnie spryskac¢ ptytke odczynnikiem
wywotujacym (4.10.).

6.4. Pomiar
Po okoto jednej godzinie zmierzy¢ fioletowe plamy za pomoca fotodensytometru
przy 525 nm.

6.5. Wykreslanie krzywych wzorcowych

Wykresli¢ maksymalne wartosci wysokosci pikow ustalone dla czterech plam 4-
-toluenosulfonoamidu w  poréwnaniu z odpowiednimi ilosciami  4-
-toluenosulfonoamidu (to jest 4, 6, 8, 10 pug 4-toluenosulfonoamidu na plamg).

7. Uwaga
Metod¢ mozna sprawdzi¢, stosujac roztwor 0,1 do 0,2 % (m/v) chloraminy-T
poddany takiemu samemu postgpowaniu jak probka (6.).

8. Obliczenie
Zawarto$¢ chloraminy-T w probce wyrazona w procentach masowych jest
obliczona nastgpujaco:

% (m/m) soli sodowej N-chloro-4-toluenosulfonoamidu = L,33xa
60 x m
gdzie:
1,33 — wspotczynnik konwersji (przemiany) 4-toluenosulfonoamidu (chloraminy-T),
a — 1los¢ (w pg) 4-toluenosulfonoamidu w probce odczytana z krzywej
WZOrcowej,
m  —masa (w gramach) pobranej probki.
0. Powtarzalnos$¢ (ISO 5725)

Dla zawartosci chloraminy-T okoto 0,2 % (m/m) réznica miedzy wynikami
dwodch réwnolegtych oznaczen wykonanych dla tej samej probki nie powinna
przekracza¢ absolutnej wartosci 0,03 % (m/m).

Oznaczanie catkowitego fluoru w pastach do z¢bow

1. Cel 1 zakres stosowania
Metoda jest przeznaczona do oznaczania catkowitej zawartosci fluoru w pastach
do zgbow. Jest ona odpowiednia dla stgzen nieprzekraczajacych 0,25 %.

2. Definicja
Zawartos¢ fluoru w prébce pasty oznaczona zgodnie z ta metoda jest wyrazona
w procentach masowych.

3. Zasada
Oznaczenie jest wykonywane metoda chromatografii gazowej. Fluor ze zwigzkoéw
zawierajacych fluor zostaje przeksztalcony w trietylofluorosilan (TEFS)
w bezposredniej reakcji z chlorotrietylosilanem (TECS) w kwasnym roztworze
i rownoczesnie ekstrahowany ksylenem zawierajagcym cykloheksan jako wzorzec
wewnetrzny.



Dziennik Ustaw Nr 206 — 14461 — Poz. 2106

4. Odczynniki
Wszystkie odczynniki powinny by¢ czystosci analitycznej.
4.1. Fluorek sodu wysuszony w temperaturze 120 °C do stalej masy.
4.2. Woda redestylowana lub rownowaznej jakosci.
43. Kwas chlorowodorowy, d;’ = 1,19 g/ml.
4.4. Cykloheksan.
4.5. Ksylen, ktéry nie daje zadnych pikéw przed pikiem tego rozpuszczalnika

wowecezas, kiedy jest analizowany chromatograficznie w tych samych warunkach
co probka (6.1.). Jesli niezbedne, jest oczyszczany przez destylacje (5.8.).

4.6. Chlorotrietylosilan (TECS Merck lub rownowazny).
4.7. Roztwory standardowe fluoru
4.7.1. Roztwor bazowy, 0,250 mg F/ml. Odwazy¢ doktadnie 138,1 mg fluorku sodu

(4.1.) 1 rozpusci¢ w wodzie (4.2.). Przenies¢ ilosciowo roztwor do 250 ml kolby
miarowej (5.5.). Rozcienczy¢ do kreski woda (4.2.) i wymieszac.

4.7.2. Rozcienczony roztwor bazowy 0,050 mg F/ml. Przenies¢ pipeta 20 ml roztworu
bazowego (4.7.1.) do 100 ml kolby miarowej (5.5.). Rozcienczy¢ do kreski woda
1 wymieszac.

4.8. Roztwér wzorca wewngetrznego
Zmiesza¢ | ml cykloheksanu (4.4.) 1 5 ml ksylenu (4.5.).

4.9. Chlorotrietylosilan/roztwdr wzorca wewngtrznego

Przenies¢ pipeta (5.7.) 0,6 ml chlorotrietylosilanu (4.6.) 1 0,12 ml roztworu wzorca
wewngetrznego (4.8.) do 10 ml kolby miarowej. Rozcienczy¢ ksylenem (4.5.) do
kreski i wymieszaé. Przygotowaé swiezo tego samego dnia.

4.10. Kwas nadchlorowy, 70 % (m/v).

4.11. Kwas nadchlorowy, 20 % (m/v) w wodzie (4.2.).

5. Aparatura

5.1 Zwykly sprzet laboratoryjny.

5.2. Chromatograf gazowy wyposazony w detektor ptomieniowo-jonizacyjny.

5.3. Obrotowy mikser Vortex lub rownowazny.

5.4. Wytrzasarka Buhler, typ SMB 1 lub réwnowazna.

5.5. Kolby miarowe, 100 i 250 ml, wykonane z polipropylenu.

5.6. Proboéwki wirowkowe (szklane); 20 ml z korkiem gwintowanym pokrytym

teflonem, Sovirel typ 611-56 lub réwnowazne. Probdéwki 1 korki gwintowane
czysci¢ przez tugowanie w ciggu kilkunastu godzin w kwasie nadchlorowym
(4.11.) 1 nastgpnie pigciokrotne kolejne ptukanie woda (4.2.) i koncowe suszenie

w 100 °C.

5.7. Pipety, odpowiednie do odmierzania objetosci 50-200 pl z jednorazowymi
plastikowymi zakonczeniami.

5.8. Aparatura do destylacji, wyposazona w kolumne¢ Schneidera z trzema kulami lub
rownowazna kolumng¢ Vigreux.

6. Procedura

6.1. Analiza probki

6.1.1. Wybra¢ tubg pasty do zgbdw uprzednio nieotwierana, obcia¢ dolna czesé tuby

i przenies¢ calg zawarto§¢ do plastikowego pojemnika, wymiesza¢ starannie
1 przechowywa¢ w warunkach zapobiegajacych pogorszeniu jakosci.

6.1.2. Odwazy¢ doktadnie 150 mg (m) probki do probowki wirdéwkowej (5.6.), dodaé
5 ml wody (4.2.) i homogenizowac (5.3.).

6.1.3. Doda¢ 1 ml ksylenu (4.5.).
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6.1.4. Dodawac kroplami 5 ml kwasu chlorowodorowego (4.3.) i homogenizowac (5.3.).
Doda¢ pipeta 0,5 ml roztworu chlorotrietylosilan/wzorzec wewngtrzny (4.9.) do
probowki wirowkowej (5.6.).

6.1.6. Zamkna¢ probowke gwintowanym korkiem (5.6.) 1 miesza¢ doktadnie w ciagu
45 minut na wytrzasarce (5.4.) ustawionej na 150 wstrzasow na minute.
6.1.7. Wirowa¢ 10 minut z taka szybkoscia, aby otrzymac wyrazny rozdzial warstw,

otworzy¢ probowke, odciggnac warstwe organiczng i wprowadzi¢ strzykawka 3 pl
warstwy organicznej na kolumng chromatografu gazowego (5.2.).

Uwaga:
Eluowanie wszystkich sktadnikéw zabiera okoto 20 minut.

6.1.8. Powtorzy¢ analizg, obliczy¢ stosunki srednich powierzchni pikow (Atefs/Ach)
1 odczyta¢ odpowiednie ilosci fluoru (w miligramach m;) z krzywej wzorcowej
(6.3.).

6.1.9. Obliczy¢ catkowitg zawartos¢ fluoru w probee (w procentach masowych fluoru),
jak wskazano w ust. 7.

6.2. Warunki analizy chromatograficzne;j

6.2.1. Kolumna: stal nierdzewna.

Dhugosé: 1,8 m.
Srednica: 3 mm.
Nosnik: Gaschrom Q 80—100 oczek.
Faza stacjonarna: olej silikonowy DC 200 Ilub rownowazny, 20 %,
kondycjonowanie kolumny przez noc w 100 °C (gaz nosny azot, przeptyw 25 ml
na minutg) 1 powtarzane kazde] nocy. Po kazdych czterech lub pigciu
wstrzyknigciach  ponownie kondycjonowa¢ kolumng przez ogrzewanie
w temperaturze 100 °C w ciagu 30 minut.
Temperatury:
kolumna: 70 °C,
dozownik: 150 °C,
detektor: 250 °C.
Przeptyw gazu no$nego: 35 ml azotu na minute.
6.3. Krzywa wzorcowa
6.3.1. Umiesci¢ pipeta w serii szesciu probdwek wirowki (5.6.) po 0, 1, 2, 3,41 5 ml
rozcienczonego standardowego roztworu fluoru (4.7.2.). Uzupelié¢ objetosc
w kazdej probéwce woda do 5 ml (4.2.).

6.3.2. Postepowac tak, jak opisano w ppkt 6.1.3.—6.1.6. wiacznie.

6.3.3. Wprowadzi¢ strzykawka 3 pl warstwy organicznej na kolumng¢ chromatografu
gazowego (5.2.).

6.3.4. Powtdrzy¢ wstrzyknigcie 1 obliczy¢ sredni stosunek pikow (Atefs/Ach).

6.3.5. Narysowac¢ krzywa wzorcowa wspdtzaleznosci masy fluoru (w miligramach) w

roztworach standardowych (6.3.1.) 1 stosunku powierzchni pikdéw (Atefs/Ach)
mierzonych wedtug ppkt 6.3.4. Potaczy¢ punkty wykresu najbardziej odpowiednia
linig prosta obliczong rownaniem regresji.

7. Obliczenie
Stezenie catkowitej zawartosci fluoru w probee (w procentach masowych fluoru)
(% m/m F) jest okreslone rGwnaniem:

%F="1x100 %
m
gdzie:
m  — probka analityczna (w miligramach) (6.1.2.),
m; —ilo$¢ F (w miligramach) odczytana z krzywej wzorcowej (6.1.8.).



Dziennik Ustaw Nr 206 — 14463 — Poz. 2106

8. Powtarzalnos$¢ (ISO 5725)
Dla zawartosci fluoru okoto 0,15 % (m/m) roznica migdzy wynikami dwoch

rownolegltych oznaczen wykonanych dla tej samej probki nie powinna
przekracza¢ 0,012 % (m/m).

Identyfikowanie i oznaczanie organicznych zwigzkow rteci

Cel 1 zakres stosowania

Metoda moze by¢ stosowana do identyfikowania i oznaczania organicznych pochodnych rteci
stosowanych jako srodki konserwujace w produktach kosmetycznych uzywanych w okolicach
oczu. Moga by¢ stosowane do tiomersalu (INN) i fenylorteci i jej soli.

A. Identyfikowanie

1. Zasada
Organiczne zwigzki rteci sa kompleksowane 1,5-difenylo-3-tiokarbazonem
(ditizonem). Po ekstrakcji ditizonu tetrachlorkiem wegla, wykonywana jest
chromatografia cienkowarstwowa na zelu krzemionkowym. Plamy ditizonu
pojawiaja si¢ w pomaranczowym kolorze.

2. Odczynniki
Wszystkie odczynniki powinny by¢ czystosci analityczne;.
2.1. Kwas siarkowy, 25 % (v/v).
2.2. 1,5-difenylo-3-tiokarbazon (ditizon): 0,8 mg w 100 ml tetrachlorku wegla (2.4.).
2.3. Azot.
2.4. Tetrachlorek wegla.
2.5. Rozpuszczalnik rozwijajacy: heksan/aceton, 90: 10 (v/v).
2.6. Roztwér standardowy, 0,001 % w wodzie:

2-(etylortgciotio)benzoesan sodu,

chlorek etylorteci lub chlorek metylorteci,
azotan fenylortgci lub octan fenylorteci,
chlorek rteci (1) lub octan rteci (II).

2.7. Przygotowane fabrycznie ptytki z zelem krzemionkowym (np. Merck 5721 lub
rOwnowazne).

2.8. Chlorek sodu.

3. Aparatura

3.1 Zwykly sprzet laboratoryjny.

3.2. Zwykta aparatura do chromatografii cienkowarstwowe;.

3.3. Filtr rozdzielajacy fazy.

4. Procedura

4.1. Ekstrakcja

4.1.1. Rozcienczy¢ 1 g probki w probowce wirowki przez dodawanie 20 ml wody

destylowanej. Otrzymac jak najwigksze rozproszenie i ogrzewac do 60 °C w tazni
wodnej. Doda¢ 4 g chlorku sodu (2.8.). Wytrzasnaé. Pozostawi¢ do schtodzenia.
4.1.2. Wirowa¢ w ciagu co najmniej 20 minut przy 4 500 obrotach/min w celu
oddzielenia wigkszej czesci substancji statej z cieczy. Przesaczy¢ do rozdzielacza
i doda¢ 0,25 ml roztworu kwasu siarkowego (2.1.).
4.1.3. Ekstrahowa¢ kilkakrotnie po 2 lub 3 ml roztworu ditizonu (2.2.) do zaniku
zielonego koloru ostatniej warstwy organiczne;.
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4.14. Przesaczy¢ kazda warstwe organiczna przez filtr rozdzielajacy fazy (3.3.).

4.1.5. Odparowac¢ do sucha w strumieniu azotu (2.3.).

4.1.6. Rozpusci¢ w 0,5 ml tetrachlorku wegla (2.4.). Uzywaé roztworu natychmiast do
analizy, jak wskazano w ppkt 4.2.1.

4.2. Rozdzielanie i identyfikowanie

4.2.1. Nanies¢ niezwlocznie 50 pl roztworu w tetrachlorku wegla otrzymanego jak

w ppkt 4.1.6. na plytke z zelem krzemionkowym (2.7.). Réwnolegle podda¢ 10 ml
roztworu standardowego (2.6.) takiemu postgpowaniu, jak opisano w ppkt 4.1.,
i nanies$¢ 50 pl otrzymanego w ppkt 4.1.6. roztworu na t¢ sama ptytke.

4.2.2. Umiesci¢ plytke w rozpuszczalniku (2.5.) do momentu, gdy czoto rozpuszczalnika
osiagnie wysokos¢ 150 mm. Zwiazki organiczne rteci pojawiajq si¢ jako kolorowe
plamy, ktérych kolor jest trwaty; zabezpieczy¢ ptytke chromatograficzng szklang
ptytka bezposrednio po odparowaniu rozpuszczalnika.

Przyktadowo otrzymano nastgpujace wartosci Rg:

Rp Kolor

Tiomersal 0,33 pomaranczowy
Chlorek etylorteci 0,29 pomaranczowy
Chlorek metylorteci 0,29 pomaranczowy
Sole fenylorteci 0,21 pomaranczowy
Sole rteci 0,10 pomaranczowy
Octan rteci 0,10 pomaranczowy
1,5-difenylo-3-tiokarbazon 0,09 rézZowy

B. Oznaczanie

1. Definicja
Zawarto$¢ organicznych zwiazkow rteci oznaczona wedlug tej metody jest
wyrazona jako procent masowy (m/m) rtgci w probee.

2. Zasada
Metoda polega na zmierzeniu ilo$ci catej obecnej w probcee rteci. Konieczne jest
wigc upewnienie si¢, ze w probce nie ma rtgci w postaci nieorganicznej,
1 identyfikowanie organicznych pochodnych rteci zawartych w prébce wyrobu. Po
mineralizacji uwolniona rte¢ jest oznaczana przez bezptomieniowag absorpcje

atomowa.
3. Odczynniki
Wszystkie odczynniki powinny by¢ czystosci analityczne;j.
3.1. Stezony kwas azotowy, d° = 1,41 g/ml.
3.2. Stezony kwas siarkowy, d;° = 1,84 g/ml.
3.3. Woda redestylowana.
3.4. Manganian (VII) potasu, 7 % (m/v) roztwor.
3.5. Chlorowodorek hydroksyloamoniowy, 1,5 % (m/v) roztwor.

3.6. Nadsiarczan potasu, 5 % (m/v) roztwor.
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3.7. Chlorek cyny (II) (chlorek cynawy), 10 % (m/v) roztwor.

3.8. Stezony kwas chlorowodorowy, d2° = 1,18 g/ml.

3.9. Wata szklana impregnowana chlorkiem palladu (II) (chlorkiem palladowym), 1 %
(m/m).

4. Aparatura

4.1. Zwykly sprzet laboratoryjny.

4.2. Aparatura do oznaczania rtgci metoda bezplomieniowej absorpcji atomowe]

(technika zimnej pary), wilacznie z niezbgdnym sprzgtem szklanym. Droga
optyczna kuwety powinna wynosi¢ co najmniej 100 mm.

5. Procedura
Przedsiewzia¢ zwykte srodki ostroznosci przy sladowej analizie rteci.
S5.1. Rozktad probki
5.1.1. Odwazy¢ doktadnie 150 mg probki (m). Doda¢ 10 ml kwasu azotowego (3.1.)

1 pozostawi¢ prébke jego dziataniu na trzy godziny w kolbie hermetycznej w tazni
wodnej o temperaturze 55° C, wstrzasajac w regularnych odstgpach czasu. W tym
samym czasie wykonac slepa probe z samymi odczynnikami.

5.1.2. Po schtodzeniu doda¢ 10 ml kwasu siarkowego (3.2.) i ponownie umiesci¢ w tazni
wodnej w 55 °C na okres 30 minut.

5.1.3. Umiesci¢ kolbg w tazni lodowej 1 doda¢ ostroznie 20 ml wody (3.3.).

5.1.4. Dodawaé porcjami po 2 ml 7 % roztwor manganianu (VII) potasu az do
odbarwienia roztworu. Ponownie umiesci¢ w tazni wodnej w 55 °C na nastgpne
15 minut.

5.1.5. Doda¢ 4 ml roztworu nadsiarczanu (VI) potasu (3.6.). Kontynuowaé ogrzewanie
w tazni wodnej o temperaturze 55 °C przez 30 minut.

5.1.6. Pozostawi¢ do schtodzenia 1 przenies¢ zawartos¢ kolby do 100 ml kolby

miarowej. Przemy¢ kolbe 5 ml chlorowodorku hydroksyloamoniowego (3.5.)
1 nastgpnie przemywac czterokrotnie porcjami po 10 ml wody (3.3.). Roztwor
powinien by¢ zupelie bezbarwny. Uzupetni¢ woda (3.3.) do kreski.

5.2. Oznaczanie

5.2.1. Umiesci¢ 10 ml badanego roztworu (5.1.6.) w szklanym naczyniu aparatury do
oznaczania rtgci technika zimnej pary (4.2.). Rozpusci¢ w 100 ml wody (3.3.), a
nastepnie doda¢ 5 ml kwasu siarkowego (VT) (3.2.) i 5 ml roztworu chlorku
cyny (II) (3.7.). Wymiesza¢ po kazdym dodaniu. Poczeka¢ 30 sekund do
zredukowania w catosci jondw rteci do stanu metalicznego i odczyta¢ wartos¢ (n).

5.2.2. Umiesci¢ wate szklang impregnowana chlorkiem palladu (II) migdzy naczyniem
do redukowania rtgci i naczynkiem przeptywowym aparatury (4.2.). Powtorzy¢
postgpowanie wedlug ppkt 5.2.1. 1 zarejestrowac odczyt. Jesli rézni si¢ on od zera,
oznacza to, ze mineralizacja nie zaszta catkowicie i analiz¢ nalezy powtorzy¢.

6. Obliczenie
Przyjeto:
m  —masa (w miligramach) probki analityczne;,
n —1ilos¢ rteci (w pg) odczytana na skali instrumentu.
[1o$¢€ rteci wyrazona jako procent masowy rteci jest obliczana zgodnie z wzorem:

% m/m rteci = n
m
7. Uwagi
7.1. Dla poprawienia mineralizacji moze by¢ konieczne rozpoczecie postgpowania od

rozcienczenia roztworu.
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7.2. Jesli spodziewana jest absorpcja rteci przez substrat, iloSciowe oznaczanie
powinno by¢ wykonane metoda dodawania standardu.
8. Powtarzalnos¢ (ISO 5725)

W przypadku stezenia rteci 0,007 % rdznica migdzy wynikami dwdch
rownolegtych oznaczen wykonanych dla tej samej probki nie powinna
przekroczy¢ wartosci absolutnej 0,00035 %.

Oznaczanie siarczkow metali alkalicznych i ziem alkalicznych

1. Cel 1 zakres stosowania
Metoda opisuje oznaczanie siarczkow obecnych w produktach kosmetycznych.
Obecnosc¢ tioli lub innych srodkow redukujacych (tacznie z siarczynami) (IV) nie
przeszkadza w oznaczeniu.

2. Definicja
Stezenie siarczkOw oznaczone ta metodq jest wyrazone jako procent masowy
siarki.

3. Zasada

Po zakwaszeniu srodowiska, siarkowodor jest unoszony przez strumien azotu
1 wiazany w postaci siarczku kadmowego. Ten ostatni jest odsaczony i przemyty,
a nastgpnie oznaczony jodometrycznie.

4. Odczynniki
Wszystkie odczynniki powinny by¢ czystosci analityczne;.

4.1. Stezony kwas chlorowodorowy, d;° =1,19 g/ml.

4.2, Tiosiarczan sodu, 0,1 M roztwor standardowy.

4.3. Jod, 0,05 M roztwor standardowy.

4.4, Siarczek sodu.

4.5. Octan kadmu (II).

4.6. Stezony amoniak, dio =0,90 g/ml.

4.7. Amoniakalny roztwor octanu kadmu (II): rozpusci¢ 10 g octanu kadmu (II) (4.5.)

w okoto 50 ml wody. Doda¢ amoniak (4.6.) az do ponownego rozpuszczenia
osadu (Srednio okoto 20 ml). Uzupetni¢ wodg do kreski 100 ml.

4.8. Azot.

4.9. Roztwor amoniaku M.

5. Aparatura

S5.L Zwykly sprzet laboratoryjny.

5.2. 100 ml kolba okragtodenna z trzema szyjami ze szlifem.

5.3. Dwie 150 ml kolby stozkowe ze szlifem, wyposazone w urzadzenia obejmujace
rurke zanurzeniowa 1 boczng rurke wylotowa do wypuszczenia powstajacego
gazu.

5.4. Lejek ilosciowy.

6. Procedura

6.1. Wprowadzenie siarczkdéw

6.1.1. Pobra¢ opakowanie, ktorego poprzednio nie otwierano. Odwazy¢ doktadnie

w kolbie okraglodennej (5.2.) mas¢ (m) (wyrazona w gramach) wyrobu
odpowiadajaca nie wiecej niz 30 mg jondéw siarczkowych. Doda¢ 60 ml wody
1 dwie krople cieczy przeciwdziatajacej pienieniu.
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6.1.2. Przenies¢ po 50 ml roztworu (4.7.) do kazdej z dwdch kolb stozkowych (5.3.).
6.1.3. Umiesci¢ wkraplacz, rurke =zanurzeniowa 1 rurke wylotowa w kolbie
okragtodennej (5.2.). Przylaczy¢ rurke wylotowa do serii kolb stozkowych (5.3.)
przewodami z PCV.
Uwaga: Aparatura wprowadzajaca powinna przej$¢ nastgpujacy test szczelnosci.
Symulujac warunki testu, zastapi¢ probke wyrobu przeznaczona do
wykonania oznaczenia przez 10 ml roztworu siarczku (przygotowanego
jak z 4.4.) zawierajacego ,,X mg” siarczku (oznaczonego jodometry-
cznie). Przyjeto ,,Y” jako liczbe miligraméw siarczku stwierdzong
w koncu tej operacji. Roznica migdzy iloscia ,,X” 1 iloscia ,,Y” nie
powinna przekroczy¢ 3 %.
6.1.4. Przepuszcza¢ azot (4.8.) przez 15 minut, z szybkoscia dwoch pecherzykow
gazowych na sekunde, w celu usunigcia powietrza zawartego w Kkolbie
okragtodennej (5.2.).

6.1.5. Ogrzewac kolbg¢ okragtodenng do 85 + 5 °C.

6.1.6. Zatrzyma¢ strumien azotu (4.8.) i doda¢ 40 ml kwasu chlorowodorowego (4.1.),
kropla po kropli.

6.1.7. Kiedy prawie caty kwas zostat wkroplony, wprowadzi¢ ponownie strumien azotu

(4.8.); aby zapobiec wyciekom siarkowodoru, nalezy pozostawi¢ minimalng
warstwe ciekla (uszczelnienie).

6.1.8. Przerwaé ogrzewanie po 30 minutach. Pozostawi¢ kolbe (5.2.) do schtodzenia
1 kontynuowac przeptyw azotu (4.8.) przez co najmniej péttorej godziny.

6.2. Miareczkowanie

6.2.1. Przesaczy¢ siarczek kadmu przez lejek z dluga ndzka (5.4.).

6.2.2. Poptuka¢ kolby stozkowe (5.3.) najpierw roztworem amoniaku (4.9.) i przela¢ go

przez lejek. Nastgpnie poptuka¢ woda destylowang i uzy¢ wode do przemycia
osadu zatrzymanego przez filtr.

6.2.3. Przemy¢ osad 100 ml wody.

6.2.4. Umiesci¢ bibute filtracyjna z lejka zawierajaca osad w pierwszej kolbie
stozkowej. Doda¢ 25 ml (n;) roztworu jodu (4.3.), okoto 20 ml kwasu
chlorowodorowego (4. 1.) i 50 ml wody destylowane;j.

6.2.5. Oznaczy¢ nadmiar jodu roztworem tiosiarczanu sodu (ny) (4.2.).

7. Obliczenie
Zawartos¢ siarczku w prébee, wyrazona jako procent masowy siarki, jest obliczana
wedlug nastgpujacego wzoru:

32 —
% m/m siarki = (n, x, —n, X,)

20 m
gdzie:
n;  —ilos¢ (w mililitrach) zuzytego standardowego roztworu jodu (4.3.),
X;  —stezenie molowe tego roztworu,
n,  —ilo$¢ (w mililitrach) standardowego roztworu tiosiarczanu (VI) sodu (4.2.),
Xy  — stezenie molowe tego roztworu,
m  —masa (w gramach) probki analityczne;.
8. Powtarzalnos¢ (ISO 5725)

Dla zawarto$ci siarczku okoto 2 % (m/m) réznica migdzy wynikami dwoch
rownolegtych oznaczen wykonanych dla tej samej probki nie powinna
przekroczy¢ wartosci absolutnej 0,2 % (m/m).
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Identyfikowanie i oznaczanie 1-(4-aminobenzoesanu) glicerolu
A. Identyfikowanie
1. Przedmiot i zakres zastosowania

Metode stosuje si¢ do wykrywania 1-(4-aminobenzoesanu) glicerolu (INCI:
GLYCERYLPABA). Mozna ta metoda wykrywa¢ réwniez 4-aminobenzoesan
etylu (INN: BENZOCAINE), ktory moze wystepowac jako zanieczyszczenie.

2. Zasada

Identyfikowanie przeprowadza si¢ metoda chromatografii cienkowarstwowej na
zelu krzemionkowym ze wskaznikiem fluorescencyjnym i wykrywanie wolnej
pierwszorzegdowej grupy aminowej poprzez pojawienie si¢ plamy barwnika
dwufazowego na ptytce.

3. Odczynniki
Wszystkie odczynniki powinny by¢ czystosci analityczne;.
3.1. Mieszanina rozpuszczalnikdw: cykloheksan/propan-2-ol/stabilizowany dichlorometan
(48:64:9 oby.).
3.2. Rozpuszczalnik rozwijajacy: eter naftowy (40-60)/benzen/aceton/roztwor
wodorotlenku amonu (co najmniej 25 % NH3,) (35:35:35: 1 obj.).
3.3. Roztwér wywolujacy: a) azotan (III) sodu: 1g w 100 ml i 1 M kwasu
chlorowodorowego  (przygotowany  bezposrednio
przed uzyciem),

b) 2-naftol: 0,2 g w 100 ml 1 M wodorotlenku potasu.
3.4. Roztwory standardowe:
1-(4-aminobenzoesan)glicerolu: 0,05 g w 100 ml mieszaniny rozpuszczalnikow (3.1.),

4-aminobenzoesan etylu: 0,05 g w 100 ml mieszaniny rozpuszczalnikéw (3.1.).

3.5. Ptytki z zelem krzemionkowym 60 F254, grubos¢ 0,25 mm, 200 x 200 mm.
4. Aparatura

4.1. Zwykta aparatura do chromatografii cienkowarstwowej.

4.2. Wstrzasarka ultradzwigkowa.

4.3. Filtr z wktadem mikroporowatym FH 0,5 um lub rownowazny.

5. Procedura

5.1. Przygotowanie probki

W 10 ml kolbie miarowej z korkiem zwazy¢ 1,5 g analizowanego wyrobu.
Uzupehi¢ rozpuszczalnikiem (3.1.) do kreski. Zamkna¢ 1 pozostawi¢ na okres
jednej godziny w temperaturze pokojowej we wstrzasarce ultradzwigkowej (4.2.).
Przesaczy¢ przez filtr Milipore (4.3.) 1 uzywaé filtratu do analizy
chromatograficzne;j.

5.2. Chromatografia cienkowarstwowa

Nanies¢ po 10 pl roztworu probki (5.1.) 1 wszystkich roztworow standardowych
(3.4.) na plytke (3.5.).
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Rozwija¢ chromatogram do wysokosci 150 mm w komorze uprzednio wysycanej
rozpuszczalnikiem (3.2.). Pozostawi¢ plytke do wysuszenia w temperaturze

otoczenia.
5.3. Rozwijanie
5.3.1. Obserwowac ptytke w swietle UV przy dtugosci fali 254 nm.
5.3.2. Spryska¢ catkowicie wysuszong plytke roztworem 3.3 a).

Pozostawi¢ do wysuszenia w temperaturze otoczenia w ciggu | minuty 1 niezwtocznie
spryskac roztworem 3.3 b).

Wysuszy¢ ptytke w suszarce w temperaturze 60 °C. Plamy aminobenzoesanow
pojawiajq si¢ w kolorze pomaranczowym. Wartosci Rg: 1-(4-aminobenzoesan)
glicerolu Rg= 0,07; 4-aminobenzoesan etylu Rp=0,55.

B. Oznaczanie
1. Przedmiot 1 zakres

W tej metodzie oznacza si¢ 1-(4-aminoobenzoesan) glicerolu. Moze ona réwniez
by¢ stosowana do oznaczania 4-aminobenzoesanu etylu. Nie mozna oznaczy¢
wigkszego stezenia niz 5 % masowych 1-(4-aminobenzoesanu) glicerolu i 1 %
masowy 4-aminobenzoesanu etylu.

2. Definicja
Zawartos$ci 1-(4-aminobenzoesan) glicerolu i 4-aminobenzoesanu etylu oznaczane
ta metodq sa wyrazane w procentach masowych (% m/m) wyrobu.

3. Zasada

Analizowany wyrob jest rozpraszany w metanolu i po odpowiedniej obrobce
probki oznaczenie prowadzone jest metoda wysokosprawnej chromatografii
cieczowej (HPLC).

4. Odczynniki

Wszystkie odczynniki powinny by¢ czystosci analitycznej, a tam gdzie to
konieczne - odpowiada¢ HPLC.

4.1. Metanol.

4.2. Diwodoroortofosforan (V) potasu (KH,POy).

43. Dihydrat octanu cynku (II) (Zn(CH3;COO); x 2 H,0).

4.4. Kwas octowy (d;’ = 1,05).

4.5. Trihydrat heksacyjanozelazianu (1) (zelazocyjanku) tetrapotasu (K4(Fe(CN)g) x 3 H>O).
4.6. 4-hydroksybenzoesan etylu.

4.7. 1-(4-aminobenzoesan)glicerolu.

4.8. 4-aminobenzoesan etylu.

4.9. Roztwor buforu fosforanowego (0,02 M): rozpusci¢ 2,72 g diwodoroortofosforanu

(V) potasu (4.2.) w jednym litrze wody.
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4.10. Roztwér wymywajacy: roztwor buforu fosforanowego (4.9.)/metanol (4.1.)
(61:39 obj.).

Sktad fazy ruchomej mozna zmienia¢ w celu uzyskania wspotczynnika rozdziatu
R >1,5 o wzorze:

R =2 dR, -d'R,
W, + W,
w ktorym:
Ry 1R, - czasy retencji pikdw, w minutach,
W11 W, - szeroko$¢ pikow w potowie wysokosci, w milimetrach,
d’ - szybko$¢ przesuwu papieru, w milimetrach na minutg.

4.11. Bazowy roztwor 1-(4-aminobenzoesanu) glicerolu: zwazy¢ doktadnie okoto 40 mg
1-(4-aminobenzoesanu) glicerolu 1 umiesci¢ w 100 ml kolbie miarowej. Rozpuscié
w 40 ml metanolu (4.1.). Uzupeli¢ do kreski roztworem buforowym (4.9.)
1 wymieszac.

4.12. Bazowy roztwor 4-aminobenzoesanu etylu: zwazy¢ doktadnie okoto 40 mg
4-aminobenzoesanu etylu 1 umiesci¢ w 100 ml kolbie miarowej, rozpuscié
w 40 ml metanolu (4.1.), uzupetié¢ do kreski roztworem buforowym i wymieszac.

4.13. Roztwor wzorca wewngtrznego: zwazy¢  doktadnie okoto 50 mg
4-hydroksybenzoesanu etylu (4.6.), przenies¢ do 100 ml kolby miarowej,
rozpusci¢ w 40 ml metanolu (4.1.), uzupetni¢ do kreski roztworem buforowym
(4.9.) i wymieszac.

4.14. Roztwory standardowe: przygotowaé cztery roztwory standardowe przez
rozpuszczeniec w 100 ml eluentu (4.10.) odpowiednich zwigzkéw zgodnie
Z nastepujaca tabela:

1-(4-amino- 4-aminobenzoesan 4-hydroksy-
Roztwér | benzoesan) glicerolu etylu benzoesan etylu
standardowy
(ug/ml)” [ml (4.11.)| (ug/ml)" | ml (4.12.) | (ug/ml)" [ml (4.13.)
I 8 2 8 2 50 10
4 3 10
I 16 6 12 4 50 10
I11 24 10 16 4 50 10

* Powyzsze warto$ci wskazano jako orientacyjne, a odpowiadaja one doktadnie masom podanym w pkt 4.11.,4.12.14.13.

Uwaga: Roztwory te moga by¢ przygotowywane réznymi sposobami.

4.15. [ roztwor Carreza: rozpusci¢ 26,5 g heksacyjanozelazianu (I1) tetrapotasu (4.5.)
w wodzie i uzupetic¢ do 250 ml.

4.16. I roztwor Carreza: rozpusci¢ 54,9 octanu cynku (1) (4.3.) 1 7,5 ml kwasu octowego
(4.4.) w wodzie i uzupeti¢ do 250 ml.

4.17. Wypetienie Merck Lichrosorb RP-18 lub réwnowazne o Srednim rozmiarze

czastek 5 um.
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5. Aparatura

5.1. Zwykte wyposazenie laboratoryjne.

5.2. Wyposazenie do wysokosprawnej chromatografii cieczowej z detektorem UV ze
zmienng dhugoscia fali i zestaw komor termostatowany w 45 °C.

5.3. Kolumna ze stali nierdzewnej, dlugos¢: 250 mm, Srednica wewnetrzna: 4,6 mm;
wypeknienie: Lichrosorb RP-18 (4.17.).

54. L.aznia ultradzwigkowa.

6. Procedura

6.1 Przygotowanie probki

6.1.1. W 100 ml zlewce zwazy¢ doktadnie okoto 1 g probki i doda¢ 10 ml metanolu (4.1.).

6.1.2. Umiesci¢ zlewke w tazni ultradzwigkowej (5.4.) na 20 minut w celu otrzymania

suspensji. Przenie$¢ ilosciowo otrzymang suspensj¢ do 100 ml kolby miarowe;j,
w ktorej znajduje si¢ nie wigcej niz 75 ml roztworu wymywajacego (4.10.).

Doda¢ kolejno po 1 ml roztworu Carreza (4.15. 1 4.16.) 1 wymiesza¢ po kazdym
dodaniu. Uzupeti¢ do kreski eluentem (4.10.), ponownie wymieszaé i przesaczy¢
przez karbowany saczek bibutowy.

6.1.3. Przenie$¢ pipeta 3,0 ml przesaczu otrzymanego w pkt 6.1.2. i 5,0 ml roztworu
wzorca wewnetrznego (4.13.) do 50 ml kolby miarowej. Uzupehi¢ do kreski
roztworem wymywajacym (4.10.) i wymieszaé. Stosowac tak otrzymany roztwor
do wykonania analizy chromatograficznej opisanej w pkt 6.2.

6.2. Chromatografia

6.2.1. Ustawi¢ przeptyw fazy ruchomej (4.10.) na 1,2 ml/min, temperatur¢ kolumny na
45 °C.

6.2.2. Ustawi¢ detektor (5.2.) na dlugos¢ fali 274 nm. Wprowadzi¢ mikrostrzykawka co

najmniej dwukrotnie po 20 pl roztworu (6.1.3.) do chromatografu i zmierzy¢
powierzchnig pikdw.

6.3. Krzywa wzorcowa

6.3.1. Wprowadzi¢ kolejno po 20 pl wszystkich roztworéw standardowych (4.14.)
1 zmierzy¢ powierzchnig pikdw.

6.3.2. Dla kazdego stezenia obliczy¢ stosunek migdzy powierzchniami piku 1-(4-amino-
benzoesanu) glicerolu i powierzchniami piku wzorca wewngtrznego. Nanies¢ ten
stosunek na osi odcigtych, a na osi rzednych stosunek odpowiednich mas.

6.3.3. W ten sam sposdb postepowac dla 4-hydroksybenzoesanu etylu.
7. Obliczenia
7.1. 7 krzywej wzorcowej otrzymanej w pkt 6.3. odczyta¢ stosunki mas (RP1, RP2)

odpowiadajace  stosunkom migedzy powierzchniami pikdw obliczonymi
w pkt 6.23., gdzie:

RP1 -  stosunek: masa 1-(4-aminobenzoesanu)glicerolu/masa 4-hydroksy-
benzoesanu etylu,

RP2 -  stosunek: masa 4-aminobenzoesanu etylu/masa 4-hydroksybenzoesanu
etylu.
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7.2. Ze stosunkéw mas otrzymanych w ten sposob obliczy¢ zawartos¢ 1-(4-amino-
benzoesanu) glicerolu i1 4-aminobenzoesanu etylu, jako procenty masowe
(% m/m) ze wzordw:

R,%(m/m) 1-(4-aminobenzoesan) glicerolu = RP1 x 6i
p
R,% (m/m) 4-aminobenzoesanu etylu = RP2 x 61
P
w ktorych:
q - ilos$¢ 4-hydroksybenzoesanu etylu (wzorca wewnetrznego), w
miligramach (4.12.),
p - 1los¢ probki, w gramach 6.1.1.
8. Powtarzalnos$¢ (ISO 5725)
8.1. Dla zawartosci 5 % (m/m) 1-(4-aminobenzoesanu) glicerolu roznica migdzy

wynikami dwoch rownolegltych oznaczen wykonanych dla tej samej probki nie
moze przekroczy¢ 0,25 %.

8.2. Dla zawarto$ci 1 % (m/m) 4-aminobenzoesanu etylu réznica migdzy wynikami
dwoch rownoleglych oznaczen wykonanych dla tej samej probki nie moze
przekroczy¢ 0,10 %.

9. Uwagi

9.1. Przed wykonaniem analizy nalezy sprawdzi¢, czy probka nie zawiera substancji,
ktorych piki moglyby si¢ pokrywac czgSciowo z pikiem wzorca wewnetrznego
(4-hydroksybenzoesanu etylu) na chromatogramie.

9.2. W celu sprawdzenia braku zaktocen nalezy powtdrzy¢ oznaczenie, zmieniajac
proporcje metanolu w fazie ruchomej odpowiednio o 10 %.

Oznaczanie chlorobutanolu

1. Przedmiot 1 zakres zastosowania

Metoda  jest odpowiednia do  oznaczania  chlorobutanolu  (INN:
CHLOROBUTANOL) w stezeniu maksymalnym do 0,5 % (m/m) we wszystkich
kosmetykach, z wyjatkiem aerozoli.

2. Definicja
Zawartos¢ chlorobutanolu zmierzona ta metoda jest wyrazona w procentach
masowych (% m/m) wyrobu.

3. Zasada

Po odpowiednim przygotowaniu analizowanego wyrobu oznaczenie wykonuje si¢
metoda chromatografii gazowej, stosujac 2,2,2-trichloroetanol jako wzorzec
wewnetrzny.
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4. Odczynniki
Wszystkie odczynniki powinny by¢ czystosci analityczne;j.
4.1. Chlorobutanol (1,1,1-trichloro-2-metylopropan-2-ol).
4.2, 2,2,2-trichloroetanol.
43. Etanol absolutny.
4.4, Roztwér standardowy chlorobutanolu: 0,025 g w 100 ml etanolu (4.3.) (m/v).
4.5. Roztwér standardowy 2,2,2-trichloroetanolu: 4 mg w 100 ml etanolu (4.3.)(m/v).
5. Aparatura
S5.1. Zwykle wyposazenie laboratoryjne.
5.2. Chromatograf gazowy z detektorem elektronowym, Ni 63.
6. Procedura
6.1 Przygotowanie probki

Zwazy¢ doktadnie migedzy 0,1 1 0,3 g probki. Umiesci¢ odwazke w 100 ml kolbie
miarowej. Rozpusci¢ w etanolu (4.3.), doda¢ 1 ml roztworu wzorca wewngtrznego
(4.5.) 1 uzupeti¢ do kreski etanolem (4.3.).

6.2. Warunki chromatografii gazowej
6.2.1. Warunki dziatania musza zapewni¢ wspdtczynnik rozdziatu R > 1,5 zgodnie ze
wzorem:

p oo AR, —dR,

W, +W,
w ktorym:
RiiRy - czasy retencji pikdw, w minutach,
WiiW, - szeroko$¢ pikow w potowie wysokosci, w milimetrach,
d’ - szybko$¢ przesuwu papieru, w milimetrach na minute.
6.2.2. Jako przyktad podano nastepujace warunki dziatania zapewniajace wymagany
rozdziat:

Kolumna I II
Materiat szkto stal nierdzewna
Dhugos¢ 1,80 m 3m
Srednica 3 mm 3 mm

Faza stacjonarna 10 % Carbowax 20 M TPA |5 % OV-17 na Chromosorb
na Gaschrom Q 80-100 mesh WAW DMCS 80-100 mesh

Kondycjonowanie |2 do 3 dni w190 °C
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Temperatura:
- dozownik 200 °C 150 °C
- kolumna 150 °C 100 °C
- detektor 200 °C 150 °C
Gaz nos$ny azot argon/metan (95/5 v/v).
Przeptyw 35 ml/min 35 ml/min
6.3. Krzywa wzorcowa

W pigciu 100 ml kolbach miarowych umiesci¢ kolejno po I ml roztworu
standardowego (4.5.) i po 0,2; 0,3; 0,4; 0,5 i 0,6 ml roztworu otrzymanego
w pkt 4.4., uzupeli¢ do kreski etanolem (4.3.) i wymieszaé. Wprowadzié
strzykawka po 1 pl kazdego z tych roztwordw do chromatografu zgodnie
z warunkami dziatania podanymi w pkt 6.2.2. i narysowaé krzywa wzorcowa,
nanoszac na osi odcigtych stosunek masy chlorobutanolu do masy
2,2,2-trichloroetanolu, a na osi rzednych stosunek odpowiednich powierzchni pikow.

6.4. Wprowadzi¢ strzykawka 1 pl roztworu otrzymanego w pkt 6.1. i postgpowac
zgodnie z warunkami opisanymi w pkt 6.2.2.

7. Obliczenia

7.1. Z krzywej wzorcowej (6.3.) obliczy¢€ ilos¢ ,,a” wyrazona jako pg chlorobutanolu

w roztworze 6.1.

7.2. Zawartos¢ chlorobutanolu w probce oblicza si¢ zgodnie z wzorem:

2
% m/m chlorobutanolu = a><106 __ 2 y
px10°  pxI10

8. Powtarzalnos¢ (ISO 5725)

Dla zawartosci chlorobutanolu 0,5 % (m/m) réznica migdzy wynikami dwoch
rownolegtych oznaczen wykonanych dla tej samej prébki nie powinna przekraczaé
0,01 %.

Uwaga:

Jesli wynik jest réwny maksymalnemu dopuszczalnemu stezeniu lub jesli je
przekracza, nalezy sprawdzi¢, czy nie wystepuja zaklocenia ze strony innych
sktadnikéw.

Identyfikowanie i oznaczanie chininy
A. Identyfikowanie
1. Przedmiot i zakres zastosowania

Metoda jest przeznaczona do wykrywania obecnosci chininy (INCI: QUININE)
w szamponach i ptynach do wtosow.
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2. Zasada

Identyfikacje przeprowadza si¢ metoda chromatografii cienkowarstwowej na zelu
krzemionkowym. Wykrywanie chininy polega na stwierdzeniu fluorescencji
w kwasnym srodowisku przy 360 nm.

Dla dalszego potwierdzenia, fluorescencj¢ mozna eliminowa¢ oparami bromu,
a opary amoniaku spowoduja pojawienie si¢ zottawej fluorescencji.

3. Odczynniki

Wszystkie odczynniki powinny by¢ czystosci analityczne;.

3.1 Plytki z zelem krzemionkowym, bez wskaznikéw fluorescencji, o grubosci 0,25 mm,
200 mm x 200 mm.

3.2. Rozpuszczalnik rozwijajacy: toluen/eter dietylowy/dichlorometan/dietyloamina:
(20:20:20:8 obj.).

3.3. Metanol.

3.4. Kwas siarkowy (VI), 96 %, d:° = 1,84.

3.5. Eter dietylowy.

3.6. Srodek rozwijajacy: w chtodzonym pojemniku dodaé ostroznie 5 ml kwasu
siarkowego (VI) (3.4.) do 95 ml eteru dietylowego (3.5.).

3.7. Brom.

3.8. Roztwor wodorotlenku amonu, 28 %, dio =0,90.

3.9. Chinina bezwodna.

3.10. Roztwoér standardowy: zwazy¢ doktadnie okoto 100,0 mg bezwodnej chininy
(3.9.) w kolbie miarowej 1 rozpusci¢ w 100 ml metanolu (3.3.).

4. Aparatura

4.1. Zwykle wyposazenie do chromatografii cienkowarstwowe;j.

4.2. Laznia ultradzwickowa.

4.3. Sapzek miliporowy FH 0,5 pm lub réwnowazny z odpowiednim wyposazeniem do
saczenia.

5. Procedura

5.1. Przygotowanie probki

Zwazy¢ doktadnie ilos¢ probki, ktora moze zawieraé w przyblizeniu 100 mg
chininy w 100 ml kolbie miarowej, rozpusci¢ 1 uzupetni¢ do kreski metanolem
(3.3.).

Zamkna¢ kolbg 1 zostawi¢ na jedna godzine w temperaturze otoczenia w tazni
ultradzwigkowej (4.2.). Przesaczy¢ (4.3.) 1 stosowal przesacz do analizy
chromatograficzne;j.

5.2. Chromatografia cienkowarstwowa

Nanie$¢ po 1,0 pl roztworu standardowego (3.10.) i 1,0 pl roztworu prébki (5.1.) na
ptytke z zelem krzemionkowym (3.1.). Rozwija¢ chromatogram na wysokos¢
150 mm z uzyciem rozpuszczalnika 3.2. w komorze wysycanej uprzednio
rozpuszczalnikiem (3.2.).
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5.3. Rozwijanie
5.3.1. Suszy¢ ptytke w temperaturze otoczenia.

5.3.2. Spryska¢ ptytke odczynnikiem (3.6.).

5.3.3. Pozostawi¢ ptytke do wysuszenia w ciagu jednej godziny w temperaturze
otoczenia.
5.3.4. Obserwowac ptytke w swietle lampy UV nastawionej na dtugos¢ fali 360 nm.

Chinina pojawia si¢ jako plama o intensywnej biekitnej fluorescencji.

Przyktadowo w tablicy ponizej podano warto$ci wspotczynnikow retencji Rg
gtownych alkaloidéw zblizonych do chininy, przy rozwijaniu chromatogramu
rozpuszczalnikiem 3.2.

Alkaloid R
chinina 0,20
chinidyna 0,29
cynchonina 033
cynchonidyna 0,27
hydrochinidyna 0,17
5.3.5. Dla dalszego potwierdzenia obecnosci chininy, ptytke podda¢ przez okres okoto

jednej godziny dziataniu par bromu (3.7.). Fluorescencja znika. Kiedy ta sama
ptytka jest poddana dziataniu par amoniaku (3.8.), pojawiaja si¢ ponownie plamy
koloru brazowego, a kiedy ponownie bada si¢ ptytke w swietle UV przy 360 nm,
mozna zaobserwowac z6ttawa fluorescencje.

Czutos¢ (granica) identyfikacji: 0,1 pg chininy.
B. Oznaczanie
1. Przedmiot i zakres zastosowania

Metoda opisuje oznaczanie chininy. Moze by¢ zastosowana do oznaczania
maksymalnego dopuszczonego stezenia 0,5 % (m/m) w szamponach 1 0,2 % (m/m)
w plynach do wlosow.

2. Definicja
Zawarto$¢ chininy jest wyrazona w procentach masowych (% m/m) wyrobu.
3. Zasada

Po odpowiednim przygotowaniu analizowanego produktu oznaczanie wykonuje
si¢ metoda wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC).

4. Odczynniki

Wszystkie odczynniki powinny by¢ czystosci analitycznej 1 odpowiednie do
stosowania w HPLC.

4.1. Acetonitryl.
4.2. Diwodoroortofosforan (V) potasu (KH,POy).
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4.3, Kwas ortofosforowy (V), 85 %, d;’ =1,7.

4.4. Bromek tetrametyloamoniowy.

4.5. Chinina bezwodna.

4.6. Metanol.

4.7. Roztwér kwasu ortofosforowego (V) (0,0 M); zwazy¢ 11,53 g kwasu
ortofosforowego (V) (4.2.) i rozpusci¢ w wodzie w 1 000 ml kolbie miarowe;.

4.8. Roztwér diwodoroortofosforanu (V) potasu (0,1 M); zwazy¢ 13,6 ¢
diwodoroortofosforanu (V) potasu (4.2.) i rozpusci¢ w wodzie w 1 000 ml kolbie
miarowe;.

4.9. Roztwér bromku tetrametyloamoniowego: rozpusci¢ 15,40 g bromku

tetrametyloamoniowego (4.4.) w wodzie w 1 000 ml kolbie miarowe;j.

4.10. Roztwér wymywajacy: kwas ortofosforowy (V) (4.7.)/diwodoroortofosforan (V)
potasu (4.8.)/bromek tetrametyloamoniowego (4.9.)/woda/acetonitryl (4.1.)
(10:50:100:340:90 obj.). Sktad fazy ruchomej mozna zmieni¢ dla uzyskania
wspotczynnika rozdziatu R > 1,5 o wzorze:

R=2 dR, -d'R,
W, +W,

gdzie:

RiiRy, - czasy retencji pikdw, w minutach,

WiiWwW, - szeroko$¢ pikow w potowie wysokosci, w milimetrach,

d’ - szybkos$¢ przesuwu papieru, w milimetrach na minute.
4.11. Krzemionka poddana dziataniu oktadecylosilanu, 10 um.
4.12. Roztwory standardowe: zwazy¢ doktadnie kolejno po okoto 5,0; 10,0; 15,0 1 20,0 mg

bezwodnej chininy (4.5.) w serii 100 ml kolb miarowych. Uzupeti¢ do kreski
metanolem (4.6.) 1 wytrzasa¢ zawarto$¢ kolb do calkowitego rozpuszczenia
chininy. Przesaczy¢ kazda prébke przez saczek 0,5 um.

5. Aparatura

5.1. Zwykle wyposazenie laboratoryjne.

5.2. Laznia ultradzwigkowa.

5.3. Wyposazenie do wysokosprawnej chromatografii cieczowej z detektorem

o zmiennych dtugosciach fali UV.

5.4. Kolumna: dlugos¢: 250 mm, S$rednica wewngtrzna: 4,6 mm, wypekienie:
krzemionka (4.11.).

5.5. Saczek miliporowy FH 0,5 um lub réwnowazny z odpowiednim zestawem do
sgqczenia.
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Procedura
6.1. Przygotowanie prébki

Zwazy¢ doktadnie w 100 ml kolbie miarowej taka ilo§¢ wyrobu, aby zawierata
10,0 mg bezwodnej chininy, doda¢ 20 ml metanolu (4.6.) i umiesci¢ kolbe w tazni
ultradzwigkowej (5.2.) na 20 minut. Uzupeli¢ do kreski metanolem (4.6.).
Wymiesza¢ roztwor 1 nastgpnie przesaczy¢ porcjami (5.5.).

6.2. Chromatografia
Szybkos¢ przeptywu: 1,0 ml/min.
Dhugos¢ fali w detektorze (5.3.): 332 nm.
Objetos¢ wprowadzanej probki: 10 pl przesaczonego roztworu (6.1.).
Pomiar: powierzchnia piku.
6.3. Krzywa wzorcowa

Wprowadzi¢ strzykawka co najmniej trzy razy po 10,0 pl kazdego roztworu
odniesienia (4.12.), zmierzy¢ powierzchni¢ pikow 1 obliczy¢ $rednig powierzchnig
dla kazdego st¢zenia.

Przygotowac krzywa wzorcowa i sprawdzié, czy jest prostoliniowa.
Obliczenia

7.1. Z krzywej wzorcowej (6.3.) wyznaczy¢ ilos¢ bezwodnej chininy w pg obecnej we
wprowadzonej objetosci (6.2.).

7.2. Stezenie bezwodnej chininy w probce wyrazone jako procent masowy (% m/m)
otrzymuje si¢ z nastgpujacego wzoru:

% (m/m) bezwodnej chininy =

> | @

w ktorym:
B jest iloscia w mikrogramach bezwodnej chininy oznaczonej w 10 mikrolitrach
przesaczonego roztworu (6.1.),

A jest masa probki w gramach (6.1.).
8. Powtarzalnos$¢ (ISO 5725)

Dla zawartosci bezwodnej chininy 0,5 % (m/m) réznica migdzy wynikami dwdch
rownolegtych oznaczen wykonanych dla tej samej probki nie moze przekraczaé
0,02 %.

Dla zawarto$ci bezwodnej chininy 0,2 % (m/m) réznica migedzy wynikami dwdch
rownolegltych oznaczen wykonanych dla tej samej probki nie moze przekraczaé
0,01 %.

Identyfikowanie i oznaczanie nieorganicznych siarczynow
i wodorosiarczynéw

Przedmiot i zakres zastosowania

Metoda  opisuje  identyfikowanie 1  oznaczanie  nieorganicznych  siarczynow
1 wodorosiarczynow w kosmetykach. Jest odpowiednia tylko dla tych wyrobow, ktore
zawieraja faze wodna lub alkoholowa i dla stezen dwutlenku siarki nieprzekraczajacych 0,2 %.
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A. Identyfikowanie
1. Zasada

Probke ogrzewa si¢ w kwasie chlorowodorowym, a uwolniony ditlenek siarki
identyfikuje si¢ zarOwno na podstawie jego zapachu, jak 1 barwy papierka

wskaznikowego.

2. Odczynniki
Wszystkie odczynniki powinny by¢ czystosci analityczne;.

2.1. Kwas chlorowodorowy (4 M).

2.2. Papierek wskaznikowy z jodkiem potasu i skrobig lub inny odpowiedni.

3. Aparatura

3.1 Zwykly sprzet laboratoryjny.

3.2. Kolba (25 ml) z krétka chtodnica zwrotna.

4. Procedura

4.1. W kolbie (3.2.) umiesci¢ okoto 2,5 g probki i 10 ml kwasu chlorowodorowego
(2.1.).

4.2. Wymieszac€ 1 ogrzewac do wrzenia.

43. Sprawdzi¢ wydzielanie ditlenku siarki zaré6wno przez oceng zapachowa,

jak i papierem wskaznikowym (2.2.).
B. Oznaczanie
1. Definicja

Zawartos¢ siarczynu lub wodorosiarczynu oznaczona tag metoda jest wyrazona
jako procent masowy ditlenku siarki.

2. Zasada

Po zakwaszeniu probki uwolniony ditlenek siarki destyluje si¢ do roztworu
nadtlenku wodoru. Powstaty kwas siarkowy (VI) jest miareczkowany
mianowanym roztworem wodorotlenku sodu.

3. Odczynniki
Wszystkie odczynniki powinny by¢ czystosci analityczne;.
3.1 Nadtlenek wodoru 0,2 % (m/v). Przygotowany tego samego dnia.
3.2. Kwas ortofosforowy (V), d % =1,75.
3.3. Metanol.
3.4. Wodorotlenek sodu (0,01 M) roztwor mianowany.
3.5. Azot.
3.6. Wskaznik: mieszanina 1l: 1 (obj.) czerwieni metylowej (0,03 % m/v w etanolu)

i blekitu metylenowego 0,05 % (m/v w etanolu). Przesaczy¢ otrzymang
mieszaning.
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4. Aparatura

4.1. Zwykly sprzet laboratoryjny.

4.2. Aparatura do destylacji (patrz rysunek).

5. Procedura

S5.1. Zwazy¢ doktadnie okoto 2,5 g probki do kolby destylacyjnej A (patrz rysunek).
5.2. Doda¢ 60 ml wody 1 50 ml metanolu (3.3.), wymieszacd.

5.3. W odbieralniku destylatu D (patrz rysunek) umiesci¢ 10 ml nadtlenku wodoru

(3.1.), 60 ml wody i kilka kropli wskaznika (3.6.). Doda¢ kilka kropli
wodorotlenku sodu (3.4.) do zmiany zabarwienia wskaznika na kolor zielony.

5.4. Powtorzy¢ czynnosci 5.3. dla ptuczki do przemywania E (patrz rysunek).

5.5. Zmontowac¢ aparaturg 1 nastawi¢ przeptyw azotu (3.5.) na okoto 60 pecherzykow
na minute.

5.6. Wprowadzi¢ 15 ml kwasu ortofosforowego (V) (3.2.) z wkraplacza do kolby

destylacyjnej A.

5.7. Ogrzewac szybko do wrzenia i nast¢pnie utrzymywac w stanie tagodnego wrzenia
w ciggu 30 minut.

5.8. Odtaczy¢ odbiornik destylacji D. Popluka¢ rurke taczaca 1 nastgpnie
miareczkowa¢ destylat roztworem wodorotlenku sodu (3.4.) do zmiany
zabarwienia wskaznika na kolor zielony (3.6.).

6. Obliczenia

Obliczenia zawartosci siarczynu lub wodorosiarczynu w procentach masowych
w probce:

3,2MV
m

% m/m dwutlenku siarki =

M - molowe stgzenie roztworu wodorotlenku sodu (3.4.),

V- objetos¢ roztworu wodorotlenku sodu (3.4.) zuzyta do miareczkowania
(5.8.), w mililitrach,

m - masa probki (5.1.), w gramach.
7. Powtarzalnos¢ (ISO 5725)

Dla zawartosci dwutlenku siarki 0,2 % rdéznica miedzy dwoma réwnoleglymi
oznaczeniami wykonanymi dla tej samej prébki nie powinna by¢ wigksza niz
0,006 %.
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Aparatura do destylacji dwutlenku siarki wedtug Tannera

Wszystkie wymiary w mm

Identyfikowanie i oznaczanie chloranéw metali alkalicznych
Przedmiot 1 zakres zastosowania

Metoda opisuje identyfikowanie i oznaczanie chloranéw w pastach do zebow i innych
kosmetykach.

A. Identyfikowanie
1. Zasada

Chlorany oddziela si¢ od innych zwigzkow chlorowcowych przez chromatografi¢
cienkowarstwowa i identyfikuje przez utlenianie jodku potasu do jodu.

2. Odczynniki

Wszystkie odczynniki powinny by¢ czystosci analityczne;.

2.1. Roztwory odniesienia: wodne roztwory chloranu, bromianu i jodan potasu
(0,2 % m/v), Swiezo przygotowane.

2.2. Rozpuszczalnik rozwijajacy: roztwdr amoniaku (28 % m/v)/aceton/butanol
(60:130:30 obj.).

2.3. Jodek potasu, roztwor wodny (5 % m/v).

2.4. Roztwér skrobi (1 do 5 % m/v).
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2.5. Kwas chlorowodorowy (1M).

2.6. Przygotowane fabrycznie celulozowe ptytki do chromatografii cienkowarstwowe;j
(0,25 mm).

3. Aparatura
Zwyktly sprzet do chromatografii cienkowarstwowe;.

4. Procedura

4.1. Ekstrahowa¢ okoto | g prébki woda, przesaczy¢ i rozcienczy¢ do okoto 25 ml.

4.2. Nanies¢ na ptytke (2.6.) 2 pl roztworu (4.1.) razem z 2 pl porcjami wszystkich
trzech roztworéw odniesienia (2.1.).

43. Umiesci¢ plytke w komorze 1 rozwija¢ rozpuszczalnikiem (2.2.) metoda
wstepujacej chromatografii do okoto trzech czwartych dlugosci ptytki (2.6.).

4.4, Wyjaé plytke z komory i odparowaé rozpuszczalnik (uwaga: odparowanie moze
trwa¢ do dwdch godzin).

4.5. Spryska¢ plytke roztworem jodku potasu (2.3.) 1 pozostawi¢ ja do wyschnigcia na
okoto pig¢ minut.

4.6. Spryska¢ plytke roztworem skrobi (2.4.) 1 pozostawi¢ ja do wyschnigcia na okoto
pie¢ minut.

4.7. Spryska¢ ptytke kwasem chlorowodorowym (2.5.).
Ocena

Jesli chloran jest obecny w prébcee, to po uptywie pot godziny pojawi si¢ na ptytce
bigkitna plama (moze by¢ takze plama brazowa) o wartosci R w przyblizeniu

0,7 do 0,8.
Zwiazek chlorowcowy Rr
jodan 0-0,2
bromian (V) 0,5-0,6
chloran (V) 0,7-0,8

Nalezy zauwazy¢, ze bromiany i jodany ulegaja reakcji natychmiast. Nalezy by¢
ostroznym, aby nie pomyli¢ bromianéw i chlorandw.

B. Oznaczanie
1. Definicja

Zawartos¢ chloranu w prébce oznaczona ta metodq jest wyrazona w procentach
masowych chloranu.

2. Zasada

Chloran ulega redukcji pylem cynkowym w s$rodowisku kwasnym. Powstaty
chlorek mierzy si¢ miareczkowaniem potencjometrycznym z uzyciem roztworu
azotanu (V) srebra. Podobne oznaczenie przed redukcja pozwala okresli¢ mozliwa
obecnos¢ halogenkdw.
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3. Odczynniki
Wszystkie odczynniki powinny by¢ czystosci analityczne;j.
3.1. Kwas octowy, 80 % (m/m).
3.2. Pyt cynkowy.
3.3. Mianowany roztwor azotanu (V) srebra (0,1 M).
4. Aparatura
4.1. Zwykly sprzgt laboratoryjny.
4.2. Potencjometr wyposazony w elektrod¢ czuta na jony srebra.
5. Procedura
5.1. Przygotowanie probki

Zwazy¢ doktadnie w probdéwce wirdowki ilos¢ ,,m” okoto 2 g probki. Dodaé okoto
15 ml kwasu octowego (3.1.) 1 zamiesza¢ starannie. Poczekaé¢ 30 minut i wirowac
w ciagu 15 minut przy 2 000 obr/min. Zla¢ roztwor znad osadu do 50 ml kolby
miarowej. Powtorzy¢ wirowanie dwukrotnie, dodajac 15 ml kwasu octowego
(3.1.) do pozostatosci. Zebra¢ roztwory zawierajace chloran w tej samej kolbie
miarowej. Uzupehi¢ do kreski kwasem octowym (3.1.).

5.2. Redukcja chloranu

Pobra¢ 20 ml roztworu 5.1. i doda¢ 0,6 g pytu cynkowego (3.2.). Doprowadzi¢ do
wrzenia w kolbie wyposazonej w chtodnice zwrotng. Po 30 minutach wrzenia
schtodzi¢ i przesaczy¢. Poptukaé kolbe woda. Przesaczy¢ i potaczy¢ z poprzednim
przesaczem.

5.3. Oznaczanie chlorku

Miareczkowa¢ 20 ml przesaczu (5.2.) azotanem (V) srebra (3.3.) z zastosowaniem
potencjometru (4.2.). W ten sam sposob miareczkowa¢ 20 ml roztworu 5.1.
azotanem (V) srebra (3.3.).

Uwaga: Jesli produkt zawiera pochodne bromu lub jodu, ktére moga uwalniaé
bromki lub jodki po redukeji, krzywa miareczkowania bedzie miata kilka punktow
przegiecia. W tym przypadku objetos¢ uzytego do miareczkowania roztworu (3.3.)
odpowiadajaca chlorkom jest réznica miedzy ostatnim i przedostatnim punktem

przegigcia.
6. Obliczanie
Zawartos¢ chloranu w probcee (% m/m) oblicza si¢ z wzoru:
chloran (C1 05)% mfm — 222V =VIM
m
gdzie:

V - objetos¢ w mililitrach roztworu azotanu (V) srebra (3.3.) zuzyta do
miareczkowania roztworu 5.2.,

V’ - objetos¢ w mililitrach roztworu azotanu (V) srebra (3.3.) zuzyta do
miareczkowania 20 mililitréw roztworu 5.1.,

M - stgzenie molowe mianowanego roztworu azotanu (V) srebra (3.3.),

m - masa probki, w gramach.
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Powtarzalnos$¢ (ISO 5725)

Dla zawarto$ci chloranu 3-5 % m/m rdéznica miedzy wynikami dwoch
rownoleglych oznaczen wykonanych dla tej samej probki nie powinna przekraczaé
0,07 % m/m.

Identyfikowanie i oznaczanie jodanu sodu

Przedmiot i zakres zastosowania

Metoda opisuje procedure identyfikowania i oznaczania jodanu sodu (INCI: SODIUM IODATE)
w zawierajacych go kosmetykach sptukiwanych.

A. Identyfikowanie

1.

2.1.

2.2.
2.3.
24.
2.5.

3.1.
3.2

4.1.
4.2.

4.3.

4.4.

4.5.

4.6.

4.7.

Zasada

Jodan sodu oddziela si¢ od innych zwiazkéw chlorowcowych przez chromatografig
cienkowarstwowa i identyfikuje przez utlenianie jodku do jodu.

Odczynniki
Wszystkie odczynniki powinny by¢ czysto$ci analityczne;.

Roztwory odniesienia. Wodne roztwory chloranu, bromianu 1 jodanu potasu (0,01 % m/v)
Swiezo przygotowane.

Roztwor rozwijajacy. Roztwdr amoniaku (28 % m/v)/aceton/butanol (60:130:30 obj.).
Jodek potasu, wodny roztwér (5 % m/v).

Roztwor skrobi (1 do 5 % m/v).

Kwas chlorowodorowy (1 M).

Aparatura

Przygotowane fabrycznie celulozowe ptytki do chromatografii cienkowarstwowej (0,25 mm).
Zwykty sprzgt do chromatografii cienkowarstwowe;.

Procedura

Ekstrahowa¢ okoto I g probki woda, przesaczy¢ i rozcienczy¢ do okoto 10 ml.

Nanies¢ 2 pl otrzymanego roztworu na lini¢ bazowa ptytki (3.1.) razem z 2 ul porcjami
wszystkich trzech roztworow odniesienia (2.1.).

Umiesci¢ ptytke w komorze 1 rozwija¢ rozpuszczalnikiem (2.2.) metoda wstepujacej
chromatografii do okoto trzech czwartych dtugosci ptytki.

Wyjaé ptytke z komory i1 pozostawi¢ do odparowania w temperaturze otoczenia (uwaga:
odparowywanie moze trwaé¢ do dwdch godzin).

Spryska¢ ptytke roztworem jodku potasu (2.3.) i pozostawi¢ do wyschnigcia na okoto
pie¢ minut.

Spryska¢ ptytke roztworem skrobi (2.4) i pozostawi¢ do wyschnigcia na okoto pigé
minut.

Na koniec spryskac ptytke kwasem chlorowodorowym (2.5.).
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5. Ocena

Jesli w prébce obecny jest jodan, natychmiast pojawia si¢ bigkitna plama (zabarwienie
moze by¢ brazowe lub stawacé si¢ brazowe z uptywem czasu) o wartosci Ry od 0,0
do 0,2.

Nalezy zauwazy¢, ze bromiany dajgq natychmiast taka barwna reakcje o wartosciach Rg
od 0,5 do 0,6, a chlorany po okoto 30 minutach o wartosciach R¢ od 0,7 do 0,8.

B. Oznaczanie
1. Definicja

Zawarto$¢ jodanu sodu oznaczona ta metoda jest wyrazona jako procent masowy jodanu
sodu.

2. Zasada

Jodan sodu rozpuszcza si¢ w wodzie i oznacza metoda wysokosprawnej chromatografii
cieczowej, uzywajac kolejno kolumny C 18 z fazami odwrdéconymi i kolumny z
wymieniaczem anionowym.

3. Odczynniki

Wszystkie odczynniki powinny by¢ czystosci analitycznej 1 szczegdlnie odpowiednie do
wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC).

3.1. Kwas chlorowodorowy (4M).
3.2. Siarczyn sodu, wodny roztwdr 5 % m/v.

3.3. Jodan sodu, roztwdr bazowy. Przygotowac¢ roztwor bazowy zawierajacy 50 mg jodanu
sodu w 100 ml wody.

3.4. Diwodoroortofosforan (V) potasu.
3.5. Dihydrat wodoroortofosforanu (V) disodu (Na,HPO, x 2 H,0).

3.6. Faza ruchoma HPLC: rozpusci¢ 3,88 g diwodoroortofosforanu (V) potasu (3.4.)i1 1,19 g
dihydratuwodoroortofosforanu (V) disodu (3.5.) w 1 litrze wody.
pH otrzymanego roztworu ma wynosi¢ 6,2.

3.7. Uniwersalny papierek wskaznikowy pH 1-11.
4. Aparatura
4.1. Zwykly sprzet laboratoryjny.

4.2. Bibuta filtracyjna, krazki o S$rednicy 110 mm, Schleicher and Schuli nr 575 lub
rownowazna.

4.3. Chromatograf do wysokosprawnej chromatografii cieczowej z detektorem o zmiennej
dhugosci fali.

4.4. Kolumny: dlugos¢ 120 mm, srednica wewngtrzna: 4,6 mm; dwie kolumny potaczone
kolejno: pierwsza kolumna —Necleosil® 5 C18 lub réwnowazna; druga kolumna -
Vydac™-301-SB lub rownowazna.
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5. Procedura
5.1. Przygotowanie préobki
5.1.1. Probki ciekte (szampony)

W 10 ml szklanej probowce wyskalowanej i zamykanej korkiem lub kolbie
miarowej zwazy¢ doktadnie prébke okoto 1,0 g prébki.

Uzupeti¢ woda do kreski i wymieszac.

Przesaczy¢ roztwor, jesli potrzeba.

Oznaczy¢ jodan w roztworze metoda HPLC zgodnie z opisem w pkt 5.2.

5.1.2. Probki state (mydta)

Rozdrobni¢ starannie czg$¢ probki 1 zwazy¢ odwazke analityczna okoto 1,0 g w
100 ml szklanym cylindrze miarowym z korkiem. Uzupeti¢ woda do 50 ml
1 wytrzasa¢ energicznie w ciggu jednej minuty. Odwirowac 1 przesaczy¢ przez bibulg
filtracyjna (4. 2.) i pozostawi¢ mieszaning do odstania przez co najmniej jedna noc.

Wytrzasna¢ podobny do zelu roztwor i1 przesaczy¢ go przez bibule filtracyjna (4. 2.).

Oznaczy¢ jodan w przesaczu metoda HPLC zgodnie z opisem w pkt 5.2.
5.2. Chromatografia

Przeptyw: 1 ml/min.

Dhugos¢ fali detektora (4.3.): 210 nm.

Wstrzykiwana objetos¢ probki: 10 pl.

Sposdb pomiaru: obliczenie wielkosci powierzchni piku.
5.3. Krzywa wzorcowa

Do 50 ml kolb miarowych wprowadzi¢ pipetg kolejno po 1,0; 2,0; 5,0; 10,0 1 20,0 ml
roztworu jodanu sodu (3.3.).

Uzupeti¢ do kreski i wymieszaé. Otrzymane w ten sposob roztwory zawieraja
odpowiednio 0,01; 0,02; 0,05; 0,10 1 0,20 mg jodanu sodu na ml.

Wprowadzi¢ strzykawka kolejno 10 pl porcje wszystkich standardowych
roztworow jodanu do chromatografu (4.3.) 1 otrzymac¢ ich chromatogramy.
Oznaczy¢ powierzchnie pikow dla jodanu 1 wykresli¢c krzywa przedstawiajaca
stosunek powierzchni piku do stgzenia jodanu sodu.

6. Obliczanie
Obliczy¢ zawartos¢ jodanu sodu w procentach masowych (% m/m), uzywajac
wzoru:
. \Y%
% (m/m) jodanu sodu = ©
0Om
gdzie:
m - masa w gramach odwazki analitycznej (5.1.),
v - catkowita objgtos¢ roztworu préobki, w mililitrach, otrzymanego jak
opisano w pkt 5.1.,
c — stezenie, w miligramach na mililitr, jodanu sodu, otrzymane z krzywe;j

wzorcowej (5.3.).
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7. Powtarzalno$¢ (ISO 5725)

Dla zawartosci jodanu sodu 0,1 % (m/m) roéznica migdzy wynikami dwdch
rownolegtych oznaczen wykonywanych dla tej samej probki nie moze przekraczaé

0,002 %.
8. Potwierdzenie
8.1. Zasada

W kwasnym roztworze produktu kosmetycznego, jodan sodu (IO5) jest
redukowany do jodku (I") przez siarczyn. Powstajacy roztwor jest badany metoda
HPLC. Jesli pik, przy czasie retencji korespondujacym z czasem retencji jodanu,
zanika po zastosowaniu siarczynu, pierwotny pik mozna uzna¢ za efekt dziatania
jodanu.

8.2. Procedura

Wprowadzi¢ pipeta do kolby stozkowej 5 ml porcje roztworu prébki otrzymanego
wedtug opisu w pkt 5.1.

Za pomocg kwasu chlorowodorowego doprowadzi¢ pH roztworu do wartosci 3 lub
nizszej (3.1.); sprawdzi¢ wartos¢ pH uniwersalnym papierkiem wskaznikowym
(3.7.).

Dodac trzy krople roztworu siarczynu sodu (3.2.) i wymieszac.

Wprowadzi¢ strzykawka 10 pl porcje roztworu do chromatografu cieczowego
(4.3.).

Poréwnywaé ostatni chromatogram z chromatogramem tej samej probki
otrzymanym wedtug opisu w ust. 5.

Identyfikowanie i oznaczanie azotanu (V) srebra w produktach
kosmetycznych

A. Identyfikowanie

1. Cel i zakres stosowania
Celem metody jest identyfikowanie azotanu (V) srebra (INCI: SILVER
NITRATE) jako srebra w produktach kosmetycznych zawierajacych wodg.

2. Zasada
Srebro identyfikuje si¢ dzigki tworzeniu biatego, charakterystycznego osadu z
jonami chloru.

3. Odczynniki
Wszystkie odczynniki musza by¢ czystosci analityczne;.

3.1. Kwas chlorowodorowy, roztwér 2 M.

3.2. Roztwdér amoniaku: rozcienczy¢ stgzony roztwor wodorotlenku amonu
(d2o = 0,88 g/ml) rowna iloscia wody 1 wymieszac.

3.3. Kwas azotowy (V), roztwor 2 M.

4. Aparatura

4.1. Zwykly sprzet laboratoryjny.

4.2. Wirowka.
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5. Procedura

5.1. Do okoto I g prébki w probéwcee wirowki dodawaé kroplami 2 M roztwér kwasu
chlorowodorowego (3.1.) az do catkowitego wytracenia osadu; wymieszaé
1 odwirowac.

5.2. Odrzuci¢ ciecz znajdujaca si¢ na powierzchni i przemy¢ jednokrotnie osad
piecioma kroplami zimnej wody. Roztwory z przemycia odrzuci€.

5.3. Doda¢ wode w ilosci réwnej masie osadu w probowce wirowki. Ogrzewaé do
wrzenia i wymieszac.

5.4. Odwirowac goraca probke, odrzuci¢ ciecz znajdujaca si¢ na wierzchu.

5.5. Do osadu dodac¢ kilka kropli roztworu amoniaku (3.2.); wymieszaé i odwirowac.

5.6. Do jednej kropli cieczy znajdujacej si¢ na szklanej ptytce doda¢ kilka kropli 2 M
roztworu kwasu azotowego (V) (3.3.).

5.7. Biaty osad wskazuje na obecnos¢ srebra.

B. Oznaczanie

1. Cel 1 zakres
Metoda jest odpowiednia dla oznaczania azotanu (V) srebra jako srebra w
produktach kosmetycznych przeznaczonych do barwienia brwi i rzes.

2. Zasada
Srebro oznacza si¢ w produkcie metoda absorpcyjnej spektomertii atomowe;.

3. Odczynniki
Wszystkie odczynniki musza by¢ czystosci analityczne;.

3.1 Kwas azotowy (V), roztwor 0,02 M.

3.2. Roztwory mianowane srebra.

3.2.1. Bazowy roztwor mianowany srebra zawierajacy 1000 pg/ml w 0,5 M roztworze
kwasu azotowego (V) (,,SpectrosoL” lub rownorzegdny).

3.2.2. Roztwor mianowany srebra zawierajacy 100 pg/ml: przenies¢ pipeta 10 ml

bazowego roztworu mianowanego srebra (3.2.1.) do 100 ml kolby miarowe;.
Uzupetni¢ objetos¢ 0,02 M roztworem kwasu azotowego (V) (3.1.) 1 wymieszac.
Mianowany roztwor powinien by¢ $wiezy 1 przechowywany w butelce z
ciemnego szkta.

4. Aparatura

4.1. Zwykly sprzet laboratoryjny.

4.2. Spektrofotometr absorpcji atomowej wyposazony w lampg z katodq wnekowa do
oznaczania srebra.

5. Procedura

5.1. Przygotowanie probki.

Odwazy¢ doktadnie okoto 0,1 g (m graméw) jednolitej (homogenicznej) probki

produktu. Przenies¢ ilosciowo odwazke do jednolitrowej kolby miarowe;.

Uzupeic¢ objetosc 0,02 M roztworem kwasu azotowego (V) (3.1.) i wymieszac.

5.2. Warunki analizy metoda absorpcyjnej spektometrii atomowe;j:

ptomien: powietrze - acetylen

dhugos$¢ fali: 338,3 nm

korekta tta: stosuje si¢

wlasnosci ptomienia: ubogi, dla uzyskania maksymalnej absorbancji konieczna
bedzie optymalizacja wysokosci palnika 1 warunkow
spalania.



Dziennik Ustaw Nr 206 — 14489 — Poz. 2106

5.3.
5.3.1.

5.3.2.

5.4.

Krzywa wzorcowa

Przenies¢ pipeta po 1,0, 2,0, 3,0, 4,0 i 5,0 ml roztworu mianowanego srebra
(3.2.2.) do serii 100 ml kolb miarowych, uzupetni¢ objetos¢ w kazdej kolbie do
kreski 0,02 M roztworem kwasu azotowego (V) (3.1.) i wymiesza¢. Roztwory te
zawierajq odpowiednio 1,0, 2,0, 3,0, 4,0 1 5,0 pug srebra w milimetrze.

Zmierzy¢ absorbancj¢ 0,02 M roztworu kwasu azotowego (V) (3.1.) i stosowad
uzyskang warto$¢ jako odpowiadajaca zerowemu stezeniu srebra dla krzywej
wzorcowej. Zmierzy¢ absorbancj¢ kazdego roztworu mianowanego srebra
(5.3.1.). Wykresli¢ krzywa wzorcowa odpowiadajaca stosunkom wartosci
absorbancji do stezenia srebra.

Oznaczanie

Zmierzy¢ absorbancje roztworu probki (5.1.). Z krzywej wzorcowej odczytad
stezenie srebra odpowiadajace absorbancji otrzymanej dla roztworu probki.
Obliczenie

Obliczenie zawartosci azotanu (V) srebra w probce, w procentach masowych
(% mm), z zastosowaniem wzoru:

% (m/m) azotanu (V) srebra = 15748x¢
10xm
w ktorym:
m — masa w gramach probki pobranej do analizy (5.1.),
¢ — stezenie srebra w roztworze probki (5.1.), w mikrogramach na mililitr,

otrzymane z krzywej wzorcowe;j.
Powtarzalnos$¢ (ISO 5725)
Dla zawartosci azotanu (V) srebra wynoszacej 4 % (m/m) réznica migdzy wynikami
dwéch oznaczen wykonanych réwnolegle dla tej samej prébki nie powinna
przekraczaé¢ 0,05 % (m/m).

Identyfikowanie i oznaczanie disiarczku selenu w szamponach

przeciwltupiezowych

A. Identyfikowanie

1.

3.1.
3.2.
3.3.

4.1.
4.2.
4.3.
4.4.

Cel i zakres stosowania

Celem metody jest identyfikowanie disiarczku selenu jako selenu w szamponach
przeciwtupiezowych.

Zasada

Selen identyfikuje si¢ poprzez charakterystyczny kolor od zottego do
pomaranczowego powstajacy w reakcji z mocznikiem i jodkiem potasu.
Odczynniki

Wszystkie odczynniki musza by¢ czystosci analityczne;.

Kwas azotowy (V) stezony, do= 1,42 g/ml.

Mocznik.

Jodek potasu, roztwor 10 % (m/v); rozpusci¢ 10 g jodku potasu w 100 ml wody.
Aparatura

Zwykly sprzet laboratoryjny.

Probéwka do wytrawiania, 100 ml objgtosci.

Ogrzewany blok do wytrawiania.

Bibuta filtracyjna (Whatman nr 42 lub réwnowazna) lub filtr membranowy o
srednicy poréw 0,45 um.
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5. Procedura

5.1. Do okoto 1 g szamponu umieszczonego w proboéwce do wytrawiania (4.2.) dodaé
2,5 ml stezonego kwasu azotowego (V) (3.1.) 1 umiesci¢ w temperaturze 150 °C
na 30 minut w ogrzewanym bloku do wytrawienia (4.3.).

5.2. Rozcienczy¢ wytrawiona probke woda do 25 ml i przesaczy¢ przez bibule
filtracyjna lub filtr membranowy o srednicy poréw 0,45 um (4.4.).

5.3. Do 2,5 ml przesaczu doda¢ 5 ml wody 2,5 g mocznika (3.2.) i ogrzewa¢ do
wrzenia. Schtodzi¢ i doda¢ 1 ml roztworu jodku potasu (3.3.).

5.4. Zabarwienie od zottego do pomaranczowego, ciemniejace gwattownie podczas

przechowywania, wskazuje na obecnos¢ selenu.

B. Oznaczanie

1. Cel 1 zakres
Celem metody jest oznaczanie disiarczku selenu jako selenu w szamponach
przeciwlupiezowych zawierajacych do 4,5 % (m/m) disiarczku selenu.

2. Zasada
Probka jest wytrawiana kwasem azotowym (V), selen jest oznaczony w
powstalym roztworze za pomocg absorpcyjnej spektometrii atomowe;.

3. Odczynniki
Wszystkie odczynniki musza by¢ czystosci analityczne;.
3.1. Kwas azotowy (V) stezony, dyo= 1,42 g/ml.
3.2. Kwas azotowy (V), roztwér 5 % (obj.): stale mieszajac doda¢ 50 ml stezonego

kwasu azotowego (V) (3.1.) do 500 ml wody w zlewce. Przenies¢ ten roztwor do
jednolitrowej kolby miarowej i uzupetnic objetos¢ woda do kreski.

3.3. Bazowy mianowany roztwor selenu zawierajacy 1000 pg/ml w 0,5 M kwasie
azotowym (V) (,,SpectrosoL” lub rownowazny).

4. Aparatura

4.1. Zwyktly sprzet laboratoryjny.

4.2. Probowka do wytrawiania, 100 ml objetosci.

43. Ogrzewany blok do wytrawiania.

4.4. Bibuta filtracyjna (Whatman nr 42 lub réwnowazna) lub filtr membranowy o
Srednicy poréw 0,45 um.

4.5. Spektrofotometr absorpcji atomowej wyposazony w lampe z katoda wnekowa do
oznaczania selenu.

5. Procedura

S5.L Przygotowanie probki.

5.1.1. Zwazy¢ w probowce do wytrawiania (4.2.) doktadnie okoto 0,2 g (m gramow)
jednolitej (homogenicznej) probki szamponu.

5.1.2. Doda¢ 5 ml stezonego kwasu azotowego (V) (3.1.) 1 wytrawia¢ w 150 °C w ciagu
jednej godziny w ogrzewanym bloku do wytrawiania (4.3.).

5.1.3. Pozostawi¢ roztwor do schiodzenia i rozcienczy¢ woda do 100 ml. Przesaczy¢

przez bibule filtracyjng lub filtr membranowy o srednicy poréw 0,45 um (4.4.)
1 zachowac przesacz do wykonania oznaczenia.
5.2. Warunki analizy metoda absorpcyjnej spektrometrii atomowe;:

ptomien: powietrze-acetylen

dhugos¢ fali: 196,0 nm

korekcja tla: stosuje si¢

wlasnosci ptomienia: ubogi, dla uzyskania maksymalnej absorbancji konieczna
bedzie optymalizacja wysokosci palnika 1 warunkow
spalania.
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5.3. Krzywa wzorcowa

5.3.1. Przenies¢ pipeta po 1,0, 2,0, 3,0, 4,0 1 5,0 ml bazowego roztworu mianowanego
selenu (3.3.) do serii 100 ml kolb miarowych. Uzupelni¢ objetos¢ we wszystkich
kolbach do kreski 5 % (obj.) roztworem kwasu azotowego (V) (3.2.) i wymieszac.
Roztwory te zawieraja odpowiednio po 10, 20, 30, 40 1 50 pg selenu w mililitrze.

5.3.2. Zmierzy¢ absorbancje 5 % (obj.) roztworu kwasu azotowego (V) (3.2.) i stosowac
uzyskang warto$¢ jako odpowiadajacq zerowemu stezeniu selenu dla krzywej
wzorcowej. Zmierzy¢ absorbancje wszystkich mianowanych roztwordw selenu
(5.3.1.) Wykresli¢ krzywa wzorcowa odpowiadajaca stosunkom wartos$ci
absorbancji do stezenia selenu.

54. Oznaczanie
Zmierzy¢ absorbancje roztworu probki (5.1.3.). Z krzywej wzorcowe] odczytad
stezenie selenu odpowiadajace wartosci absorbancji otrzymanej dla roztworu
probki.

6. Obliczenie
Obliczy¢ zawartos¢ disiarczku selenu w prébce, w procentach masowych
(% m/m), z zastosowaniem wzoru:

1,812x¢c

% (m/m) disiarczku selenu =
100x m
w ktorym:
m — masa w gramach prébki pobranej do analizy (5.1.),
¢ — stezenie selenu w roztworze probki (5.1.3.), w mikrogramach na mililitr,
otrzymane z krzywej wzorcowe;j.
7. Powtarzalnos$¢ (ISO 5725)
Dla zawartosci selenu wynoszacej 1 % (m/m) réznica migdzy wynikami dwoch
oznaczen wykonanych réwnolegle dla tej samej probki nie powinna przekraczaé
0,05 % (m/m).

Oznaczanie rozpuszczalnych postaci baru i strontu
w pigmentach w formie soli i lakow

A. Oznaczanie rozpuszczalnego baru

Cel 1 zakres stosowania

Metoda podaje procedure ekstrakcji 1 oznaczania rozpuszczalnego baru z

pigmentow w formie soli i lakow.

2. Zasada
Pigment ekstrahuje si¢ 0,07 M roztworem kwasu chlorowodorowego w
okreslonych warunkach, a nastgpnie ilos¢ baru w ekstrakcie oznacza si¢ metoda
absorpcyjnej spektrometrii atomowe;.

[e—

3. Odczynniki
Wszystkie odczynniki musza by¢ czystosci analityczne;.
3.1. Alkohol etylowy absolutny.
3.2. Kwas chlorowodorowy, roztwér 0,07 M.
3.3. Kwas chlorowodorowy, roztwor 0,5 M.
3.4. Chlorek potasu, roztwor 8 % (m/m); rozpusci¢ 16 g chlorku potasu w 200 ml

0,07 M roztworu kwasu chlorowodorowego (3.2.).
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3.5. Mianowany roztwor baru.

3.5.1 Bazowy mianowany roztwor baru zawierajacy 1000 pg/ml w 0,5 M roztworze
kwasu azotowego (V) (,,SpectrosoL” lub rownowazny).

3.5.2. Mianowany roztwdr baru zawierajacy 200 pg/ml: przenies¢ pipeta 20,0 ml bazowego

roztworu mianowanego baru (3.5.1.) do 100 ml kolby miarowej. Uzupeni¢ objetosé
do kreski 0,07 M roztworem kwasu chlorowodorowego (3.2.) i wymieszad.

4. Aparatura

4.1. Zwykly sprzet laboratoryjny.

4.2. Pehametr o doktadnosci + 0,02 jednostek.

43. Przegubowa wytrzasarka do kolb.

4.4. Filtr membranowy o $rednicy poréw 0,45 pm.

4.5. Spektrofotometr absorpcji atomowej wyposazony w lampeg z katoda wnekowa do
oznaczania baru.

5. Procedura

5.1 Przygotowanie probki.

5.1.1. Odwazy¢ doktadnie okoto 0,5 g (m gramow) pigmentu w kolbie stozkowej. Aby

zapewni¢ wystarczajacg objeto$¢ do energicznego mieszania, nie nalezy uzywac
kolb o objetosci mniejszej niz 150 ml.

5.1.2. Doda¢ pipeta 1,0 ml alkoholu etylowego (3.1.) i obraca¢ kolbe, aby zapewnié
doktadne zwilzenie pigmentu. Doda¢ z biurety oznaczong ilos¢ 0,07 M roztworu
kwasu chlorowodorowego (3.2.) wymagang dla otrzymania stosunku ,,objetosci
kwasu” do ,,masy pigmentu” wynoszacej doktadnie 50 mililitréw na gram.
Oznaczy¢ catkowita objetos¢ ekstraktu tacznie z alkoholem etylowym jako ,,V”
w ml. Dla zapewnienia dokladnego wymieszania, wymiesza¢ zawarto$¢ kolby
ruchem wirowym w ciggu pigciu sekund.

powyzej 1,5, dodaé¢ kroplami 0,5 M roztwor kwasu chlorowodorowego (3.3.) az
do uzyskania pH 1,4-1,5.

5.1.4. Zamkna¢ kolbe korkiem i natychmiast wytrzasna¢é w ciggu 60 minut w
wytrzasarce przegubowej do kolb (4.3.). Wytrzasarka musi dziata¢ z
wystarczajaco duza szybkoscia, aby wytworzyla si¢ piana. Przesaczy¢ przez filtr
membranowy o srednicy poréw 0,45 pum (4.4.) 1 zebra¢ przesacz. Nie nalezy
wirowac¢ ekstraktu przed przesaczeniem. Przenies¢ pipeta 5,0 ml przesaczu do
50 ml kolby miarowej; uzupeli¢ objetos¢ do kreski 0,07 M kwasem
chlorowodorowym (3.2.) i wymiesza¢. Roztworu tego uzywa si¢ rowniez do
oznaczania strontu (dziat B).

5.1.5. Do 100 ml kolby miarowej przenie$¢ pipeta 5,0 ml roztworu chlorku potasu (3.4.)
1 pewna objetos¢ (Wp, ml) rozcienczonego przesaczu (5.1.4.) dla otrzymania
spodziewanego stezenia pomigdzy 3 i 10 pg baru w mililitrze. (Objetos¢ 10 ml
powinna by¢ zadowalajacym punktem wyjsciowym.) Uzupehié¢ objetos¢ w kolbie
do kreski 0,07 M roztworem kwasu chlorowodorowego (3.2.) i wymieszac.

5.1.6. Tego samego dnia oznaczy¢ stezenie baru w roztworze (5.1.5.) metoda
absorpcyjnej spektrometrii atomowe;.
5.2 Warunki analizy metoda absorpcyjnej spektrometrii atomowe;:

ptomien: podtlenek azotu/acetylen

dhugos¢ fali: 553,5 nm

korekcja tha: nie stosuje si¢

wlasnosci ptomienia: ubogi, dla uzyskania maksymalnej absorbancji konieczna
bedzie optymalizacja wysokosci palnika 1 warunkow
spalania.
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5.3. Krzywa wzorcowa

5.3.1. Przenies¢ pipeta do 1,0, 2,0, 3,0, 4,0 i 5,0 ml roztworu mianowanego baru (3.5.2.)
do serii 100 ml kolb miarowych. Do kazdej kolby doda¢ pipeta 5,0 ml roztworu
chlorku potasu (3.4.); uzupehicé objetos¢ do kreski 0,07 M roztworem kwasu
chlorowodorowego (3.2.) 1 wymiesza¢. Roztwory te zawieraja odpowiednio 2,0,
4,0, 6,0, 8,0 i 10 pg baru na mililitr. Slepa prébe przygotowa¢ podobnie, bez
dodawania roztworu mianowanego baru.

5.3.2. Zmierzy¢ absorbancje $lepej proby (5.3.1.) 1 stosowaé uzyskang wartos¢ jako
odpowiadajaca zerowemu stezeniu baru dla krzywej odwzorowania. Zmierzy¢
absorbancj¢ wszystkich mianowanych roztwordw baru (5.3.1.) Wykresli¢ krzywa
wzorcowg odpowiadajacq stosunkom wartosci absorbancji do stezenia baru.

54. Oznaczanie
Zmierzy¢ absorbancje¢ roztworu préobki (5.1.5.), z krzywej wzorcowej odczytad
stezenie baru odpowiadajace wartosci absorbancji otrzymanej dla roztworu
probki.

6. Obliczenie
Zawarto$¢ rozpuszczalnego baru (% m/m) w pigmencie jest wyrazona wzorem:

% (m/m) rozpuszczalnego baru = _oxV
10W;, xm
w ktorym:
m — masaw gramach probki pobranej do analizy (5.1.1.),
¢ — stezenie baru w roztworze probki (5.1.5.), w mikrogramach na mililitr,
otrzymane z krzywej wzorcowej,
V  — catkowita obj¢tos¢ ekstraktu w mililitrach (5.1.2.),
Wga — objetos¢ ekstraktu w mililitrach, wedlug pkt 5.1.5.
7. Powtarzalnos¢

Najlepsza dostgpna ocena powtarzalnosci (ISO 5725) dla tej metody wynosi 0,3 %
dla zawartosci rozpuszczalnego baru wynoszacej 2% (m/m).

8. Uwagi

8.1. W pewnych warunkach absorbancja baru moze wzrosnag¢ w obecnosci wapnia.
Temu wzrostowi mozna przeciwdziata¢, dodajac jon magnezu w stezeniu 5 g na
litr (Magnez jako modyfikator do oznaczania baru ptomieniowa emisyjng
spektometrig atomowa. Jerrow M i inni, Analitycal Proceedings, 1991 r., 28 z 40.)

8.2. Dozwolone jest zastosowanie metody plazmy sprzezonej indukcyjnie — emisyjnej
spektometrii atomowej, jako metody alternatywnej w stosunku do ptomieniowe;j
absorpcyjnej spektrometrii atomowej.

B. Oznaczanie rozpuszczalnego strontu

1. Cel 1 zakres stosowania
Metoda podaje procedure ekstrakcji i oznaczania rozpuszczalnego strontu z
pigmentow w formie soli lub lakow.

2. Zasada
Pigment ekstrahuje si¢ 0,07 M roztworem kwasu chlorowodorowego w
okreslonych warunkach, a ilo$¢ strontu w ekstrakcie oznacza si¢ metoda
absorpcyjnej spektrometrii atomowej.

3. Odczynniki
Wszystkie odczynniki musza by¢ czystosci analityczne;.
3.1 Alkohol etylowy absolutny.

3.2. Kwas chlorowodorowy, 0,07 M roztwor.
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3.3. Chlorek potasu, roztwor 8 % (m/v); rozpusci¢ 16 g chlorku potasu w 200 ml
0,07 M roztworu kwasu chlorowodorowego (3.2.).

3.4. Roztwory wzorcowe strontu.

3.4.1. Bazowy roztwor wzorcowy strontu zawierajacy 1000 ug/ml w 0,5 M roztworze
kwasu azotowego (V) (,,SpectrosoL” lub rownowazny).

3.4.2. Roztwér wzorcowy strontu zawierajacy 100 pg/ml: przenies¢ pipeta 10,0 ml

bazowego roztworu wzorcowego strontu (3.4.1.) do 100 ml kolby miarowe;.
Uzupetni¢ objetos¢ do kreski 0,07 M roztworem kwasu chlorowodorowego (3.2.)
1 wymieszac.

4. Aparatura

4.1. Zwykly sprzet laboratoryjny.

4.2. Filtr membranowy o srednicy porow 0,45 pm.

43. Spektrofotometr absorpcji atomowej wyposazony w lampeg z katoda wnekowa do
oznaczania strontu.

5. Procedura

5.1 Przygotowanie probki.

Do oznaczania zawartosci rozpuszczalnego strontu uzywa si¢ roztworu
przygotowanego w dziale A.5.1.4.

5.1.1. Do 100 ml kolby miarowej przenies¢ pipeta 5,0 ml roztworu chlorku potasu (3.3.)
i pewng objetos¢ (Wgrml) rozcienczonego przesaczu (A.5.1.4.) do otrzymania
oczekiwanego stezenia migdzy 2 1 5 pg strontu na mililitr (zadowalajacym
punktem wyjsciowym powinna by¢ objetos¢ 25 ml). Uzupetni¢ objetos¢ do kreski
0,07 M roztworem kwasu chlorowodorowego (3.2.) 1 wymieszac.

5.1.2. Oznaczy¢ stezenie strontu w roztworze (5.1.1.) metodg absorpcyjnej spektrometrii
atomowej tego samego dnia.
5.2. Warunki analizy metoda absorpcyjnej spektometrii atomowe;:

ptomien: podtlenek azotu/acetylen

dhugos¢ fali: 460,7 nm

korekcja tha: nie stosuje si¢

wlasnosci ptomienia: ubogi; dla uzyskania maksymalnej absorbancji konieczna
bedzie optymalizacja wysokosci palnika 1 warunkow
spalania.

5.3. Krzywa wzorcowa

5.3.1. Przenies$¢ pipeta po 1,0, 2,0, 3,0, 4,0 i 5,0 ml roztworu mianowanego strontu
(3.4.2.) do serii 100 ml kolb miarowych. Do wszystkich kolb doda¢ pipeta po 5,0 ml
roztworu chlorku potasu (3.3.); uzupeti¢ objetos¢ do kreski 0,07 M roztworem
kwasu chlorowodorowego (3.2.) 1 wymieszaé. Roztwory te zawieraja
odpowiednio 1,0, 2,0, 4,0 i 5,0 ug strontu w mililitrze. Podobnie przygotowaé
Slepa probe bez dodawania roztworu mianowanego strontu.

5.3.2. Zmierzy¢ absorbancje roztworu slepej proby (5.3.1.) 1 stosowac uzyskang warto$¢
jako odpowiadajaca zerowemu stezeniu strontu dla krzywej wzorcowej
odpowiadajacej stosunkom wartosci piku absorbancji do st¢zenia strontu.

5.4. Oznaczanie
Zmierzy¢ absorbancj¢ roztworu probki (5.1.1.). Z krzywej wzorcowej odczytad
stezenie strontu odpowiadajace warto$ci absorbancji otrzymanej dla roztworu
probki.
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6. Obliczenie
Zawarto$¢ rozpuszczalnego strontu (% m/m) w pigmencie jest wyrazona wzorem:

% (m/m) rozpuszczalnego strontu = _oxV
10W,, xm
w ktorym:
m  — masa probki pobranej do analizy (A.5. 1. I.) w gramach,
¢  — stezenie strontu w roztworze probki (A.5.1.1.), otrzymane z krzywej

wzorcowej, w mikrogramach na mililitr,
V  — objetos¢ ekstraktu w mililitrach (A.5.1.2.),
Wy, — objetosé ekstraktu w mililitrach, jak w ppkt 5.1.1.
7. Powtarzalnos$¢
Najlepsza dostepna ocena powtarzalnosci (ISO 5725) dla tej metody wynosi 0,09 %
dla zawartosci rozpuszczalnego strontu wynoszacej 0,6 % (m/m).
8. Uwaga
Dozwolone jest zastosowanie metody plazmy sprzezonej indukcyjnie — emisyjnej
spektometrii atomowej, jako metody alternatywnej w stosunku do ptomieniowe;j
absorpcyjnej spektrometrii atomowej.

Identyfikowanie i oznaczanie alkoholu benzylowego
w produktach kosmetycznych

A. Identyfikowanie

1. Cel 1 zakres stosowania
Celem metody jest identyfikowanie alkoholu benzylowego w produktach
kosmetycznych.

2. Zasada

Alkohol benzylowy identyfikuje si¢ metodgq chromatografii cienkowarstwowej na
ptytkach z zelem krzemionkowym.

3. Odczynniki
Wszystkie odczynniki musza by¢ czystosci analityczne;.
3.1. Alkohol benzylowy.
3.2. Chloroform.
3.3. Alkohol etylowy absolutny.
3.4. n-Pentan.
3.5. Rozpuszczalnik rozwijajacy: eter dietylowy.
3.6. Mianowany roztwor alkoholu benzylowego: odwazy¢ 0,1 g alkoholu

benzylowego (3.1.) w 100 ml kolbie miarowej, uzupetni¢ objetos¢ do kreski
alkoholem etylowym (3.3.) i wymieszac.

3.7. Plytki do chromatografii cienkowarstwowe;j, szklane, 100 x 200 mm lub 200 x 200 mm,
pokryte warstwa zelu krzemionkowego o grubosci 0,25 mm (60 Fyss).

3.8. Srodek wywotujacy: kwas dodekamolibdenianofosforowy 10 % (m/v) roztwor w
alkoholu etylowym (3.3.).

4. Aparatura

4.1. Zwykta aparatura do chromatografii cienkowarstwowej.

4.2. Komora chromatograficzna z dwoma zagtebieniami, o ogdlnych przyblizonych
wymiarach 80 mm x 230 mm x 240 mm.

4.3. Bibuta chromatograficzna: Whatman lub réwnowazna.

4.4, Lampa o promieniowaniu w zakresie nadfioletu, dtugos¢ fali 254 nm.
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5. Procedura

S5.1. Przygotowanie probki.

W 10 ml kolbie miarowej zwazy¢ 1,0 g analizowanego produktu. Doda¢ 3 ml
chloroformu (3.2.) i wytrzasa¢ energicznie az do zdyspergowania produktu.
Uzupethi¢ objetos¢ do kreski alkoholem etylowym (3.3.) i wytrzasnaé energicznie
do powstawania klarownego lub prawie klarownego roztworu.

5.2. Chromatografia cienkowarstwowa.

5.2.1. Wysyca¢ komore chromatograficzng (4.2.) n-pentanem nastepujaco: wytozy¢
scianki komory chromatograficznej przylegajace do Sciany tylnego zaglebienia
bibuta chromatograficzng (4.3.), upewniajac si¢, ze dolny brzeg bibuty znajduje sig¢
w zagtebieniu. Przenies¢ 25 ml n-pentanu (3.4.) do tylnego zaglebienia, nalewajac
ten rozpuszczalnik ponad widoczna powierzchni¢ bibuly chromatograficznej
wyktadajacej $ciany. Natychmiast zamknaé pokrywe i pozostawi¢ komor¢ na
15 minut.

5.2.2. Nanie$¢ 10 ml roztworu probki (5.1.) i 10 ml roztworu mianowanego alkoholu
benzylowego (3.6.) w odpowiednich punktach linii startowej plytki do
chromatografii cienkowarstwowej (3.7.). Pozostawi¢ do wyschnigcia.

5.2.3. Do przedniego zaglebienia komory wprowadzi¢ pipeta 10 ml eteru dietylowego
(3.5.) 1 nastepnie natychmiast umiescic¢ ptytke (5.2.2.) w tym samym zaglebieniu.
Szybko zamknaé pokrywe komory i1 rozwija¢ chromatogram na ptytce na
odlegto$¢ 150 mm. Usuna¢ ptytke z komory chromatograficznej i pozostawié¢ do
wyschnigcia w temperaturze pokojowe;.

524. Obserwowaé plytke (5.2.3.) w sSwietle nadfioletowym 1 zaznaczy¢ potozenie
fioletowych plam. Spryska¢ ptytke srodkiem wywolujacym (3.8.) i nastepnie
ogrzewaé plytke w temperaturze 120 °C w ciggu okoto 15 minut. Alkohol
benzylowy wystepuje jako ciemnoniebieska plama.

5.2.5. Obliczy¢ warto$¢ Ry otrzymang dla roztworu mianowanego alkoholu
benzylowego. Ciemnoniebieska plama o tym samym Rp, otrzymana z roztworu
probki, wskazuje na obecnos$¢ alkoholu benzylowego. Granica wykrywalnosci:
0,1 pg alkoholu benzylowego.

B. Oznaczanie

1. Cel i zakres stosowania
Celem metody jest oznaczanie alkoholu benzylowego w produktach kosmetycznych.
2. Definicja
[los¢ alkoholu benzylowego oznaczana ta metoda jest wyrazona w procentach
masowych (% m/m).
3. Zasada

Probke ekstrahuje si¢ metanolem i ilo§¢ alkoholu benzylowego w ekstrakcie
oznacza si¢ metoda wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC).

4. Odczynniki
Wszystkie odczynniki musza by¢ czystosci analitycznej, a tam gdzie to konieczne —
odpowiada¢ HPLC.

4.1. Metanol.

4.2. 4-etoksyfenol.

4.3. Alkohol benzylowy.

4.4, Faza ruchoma: metanol (4.1.):woda (45:55 obj.).

4.5. Bazowy roztwor alkoholu benzylowego: w 100 ml kolbie miarowej doktadnie

odwazy¢ okoto 0,1 g alkoholu benzylowego (4.3.). Uzupehié objetos¢ metanolem
(4.1.) do kreski 1 wymieszac.
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4.6.

4.7.

5.1.
5.2.

5.3.

5.4.
5.5.
5.6.
5.7.

6.1

6.1.1.

6.1.2.

6.1.4.
6.1.5.

6.1.6.

Bazowy roztwér wzorca wewngtrznego: w 100 ml kolbie miarowej zwazy¢
doktadnie okoto 0,1 g 4-etoksyfenolu (4.2.). Uzupehi¢ objetos¢ metanolem (4.1.)
do kreski 1 wymieszac.

Roztwory mianowane: do serii 25 ml kolb miarowych wprowadzi¢ pipeta podane
w ponizszej tabeli ilosci bazowego roztworu alkoholu benzylowego (4.5.)
1 bazowego wewngtrznego roztworu mianowanego (4.6.). Uzupetni¢ objetos¢ do
kreski metanolem (4.1.) i wymieszacd.

Poz. 2106

Stezenie alkoholu .
, ¢ Stezenie 4-etoksyfenolu
Roztwér benzylowego
mianowany  |dodana ilo$¢, wml| pg/ml” |dodanailo$é, wml | pg/ml”
(4.5 (4.6.)
I 0,5 20 2 80
N 1,0 40 2 80
M 2,0 80 2 80
v 3,0 120 2 80
A% 5,0 200 2 80
* Wartosci te podano jako wskazowke i1 odpowiadaja one stezeniom roztworéw mianowanych
przygotowanych z uzyciem roztworéw alkoholu benzylowego (4.5.) i 4-etoksyfenolu (4.6.), ktére
zawieraja odpowiednio $cisle 0,1 % (m/v) alkoholu benzylowego i scisle 0,1 % (m/v) 4-etoksyfenolu.

Aparatura

Zwykly sprzet laboratoryjny.

Zestaw do wysokosprawnej chromatografii cieczowej z detektorem w zakresie
dlugosci fal ultrafioletowych o zmiennej dlugosci fali 1 objgtoscia petli przy
wstrzykiwaniu 10 pl probki.

Chromatograficzna kolumna analityczna: 250 mm x 4,6 mm ze stali
kwasoodpornej] wypeliona 5 um Sphedsorb ODS Ilub réwnowaznym
wypetieniem.

Laznia wodna.

Laznia ultradzwigkowa.

Wirdwka.

Probéwki do wirdwki o objetosci 15 ml.

Procedura

Przygotowanie probki

W probéwce wirowki (5.7.) odwazy¢ doktadnie okoto 0,1 g (m gramow) probki
1 doda¢ 5 ml metanolu (4.1.).

Ogrzewac¢ w tazni wodnej utrzymywanej w temperaturze S0 °C w ciggu 10 minut,
nastepnie umiesci¢ probowke w tazni ultradzwigkowej (5.5.), az do czasu kiedy
probka bedzie doktadnie zdyspergowana.

Schtodzi¢, nastepnie wirowaé probke przy 3500 obrotéw/minutg w ciagu pigciu
minut.

Przenies¢ ciecz znajdujaca si¢ na wierzchu do 25 ml kolby miarowej.

Ponownie ekstrahowac probke dalszymi 5 ml metanolu (4.1.). Potaczy¢ ekstrakty
w 25 ml kolbie miarowe;.

Przenies¢ pipeta do 25 ml kolby miarowej 2,0 ml bazowego wewngtrznego
roztworu mianowanego (4.6.). Uzupeli¢ objetos¢ metanolem (4.1.) do kreski
i wymiesza€. Ten roztwor jest uzywany w etapie oznaczania analizy opisanym w
ppkt 6.4.
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6.2. Chromatografia

6.2.1. Przygotowaé zestaw do wysokosprawnej chromatografii cieczowej (5.2.) w zwykly
sposob. Nastawi¢ szybkos¢ przeptywu fazy ruchomej (4.4.) na 2,0 ml na minutg.

6.2.2. Nastawi¢ dtugos¢ fali w detektorze w zakresie fal ultrafioletowych (5.2.) na 210 nm.

6.3. Krzywa wzorcowa

6.3.1. Wprowadzi¢ strzykawka kolejno po 10 pl wszystkich mianowanych roztwordw

alkoholu benzylowego (4.7.) 1 zmierzy¢ powierzchnie pikow alkoholu
benzylowego i 4-etoksyfenolu.

6.3.2. Dla kazdego roztworu mianowanego alkoholu benzylowego (4.7.) obliczy¢
stosunek powierzchni pikéw alkoholu benzylowego do powierzchni pikow
4-etoksyfenolu. Wykresli¢ krzywa wzorcowa, oznaczajac te stosunki na osi
rzednych 1 odpowiadajace im stg¢zenia alkoholu w mg na mililitr na osi odcietych.

6.4. Oznaczanie

6.4.1. Wprowadzi¢ strzykawka 10 pl roztworu probki (6.1.6.) i zmierzy¢ powierzchnie
pikéw alkoholu benzylowego i1 4-etoksyfenolu. Obliczy¢ stosunek powierzchni
pikéw alkoholu benzylowego do powierzchni pikdéw 4-etoksyfenolu. Powtdrzy¢
ten proces z dalszymi porcjami po 10 pl roztwordw probki az do otrzymania
zgodnych wynikow.

6.4.2. 7 krzywej wzorcowej (6.3.2.) odczyta¢ stezenie alkoholu benzylowego
odpowiadajace stosunkowi powierzchni pikéw alkoholu benzylowego do
powierzchni pikéw 4-etoksyfenolu.

7. Obliczanie
Obliczy¢ zawartos¢ alkoholu benzylowego w probce w procentach masowych,
stosujac wzor:

% (m/m) alkoholu benzylowego = 200
X m

w ktorym:
m — masaw gramach probki pobranej do analizy (6.1.1.),
¢ — stezenie alkoholu benzylowego w roztworze probki (6.1.6.), w
mikrogramach na mililitr, otrzymane z krzywej wzorcowe;.

8. Powtarzalnos$¢ (ISO 5725)
Dla zawarto$ci alkoholu benzylowego 1 % (m/m) rdéznica migdzy wynikami
dwoch réwnoleglych oznaczen wykonanych dla tej samej probki nie powinna
przekroczy¢ 0,10 %.

Identyfikowanie cyrkonu i oznaczanie cyrkonu, glinu i chloru
w nieaerozolowych produktach kosmetycznych przeciwpotowych

Przedstawiono pi¢¢ procedur analitycznych:

Identyfikowanie cyrkonu.

Oznaczanie cyrkonu.

Oznaczanie glinu.

Oznaczanie chloru.

Obliczenie stosunku atoméw glinu do atomow cyrkonu oraz sumy atomow
glinu i cyrkonu do atoméw chloru.

moQw»

A. Identyfikowanie cyrkonu

1. Cel 1 zakres stosowania
Celem metody jest identyfikowanie cyrkonu w nieaerozolowych produktach
kosmetycznych przeciwpotowych. Nie usitowano opisa¢ metod odpowiednich do
identyfikowania kompleksu glinowo-cyrkonowo-chlorowo-wodorotlenowego
[AliZr(OH), CI - nH,0].
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2. Zasada
Cyrkon identyfikuje si¢ dzigki tworzeniu z czerwieniq alizarynowg S
charakterystycznego czerwonofioletowego osadu w srodowisku silnie kwasnym.

3. Odczynniki
Wszystkie odczynniki musza by¢ czystosci analityczne;.

3.1. Kwas chlorowodorowy stezony, dzo =1,18 g/ml.

3.2. Czerwien alizarynowa S (CI 58005); 2 % (m/v) wodny roztwor soli sodowej
kwasu alizarynosulfonowego.

4. Aparatura

4.1. Zwyktly sprzet laboratoryjny.

5. Procedura

S5.1. Do okoto 1 g probki w probowce doda¢ 2 ml wody. Zamknaé probowke
1 wytrzasnac.

5.2. Doda¢ trzy krople czerwieni alizarynowej S (3.2.) i nastepnie 2 ml stezonego
kwasu chlorowodorowego (3.1.), zamkna¢ 1 wytrzasnag.

5.3. Pozostawi¢ do odstania na okoto dwie minuty.

5.4. Czerwonofioletowe zabarwienie znajdujacej si¢ w warstwie wierzchniej cieczy

oraz osadu wskazuje na obecnos¢ cyrkonu.

B. Oznaczanie cyrkonu

1. Cel 1 zakres stosowania
Metoda jest odpowiednia do oznaczania cyrkonu w kompleksach glinowo-
-cyrkonowo-chlorkowo-wodorotlenowych do maksymalnego stezenia 7,5 % (m/m)
cyrkonu w nieaerozolowych srodkach przeciwpotowych.

2. Zasada
Cyrkon ekstrahuje si¢ z produktu w kwasnym srodowisku i oznacza metoda
ptomieniowej absorpcyjnej spektrometrii atomowe;.

3. Odczynniki
Wszystkie odczynniki musza by¢ czystosci analityczne;.
3.1 Kwas chlorowodorowy stezony, dyy =1,18 g/ml.
3.2. Kwas chlorowodorowy, roztwér 10 % (v/v): do 500 ml wody w zlewce dodad

100 ml stezonego kwasu chlorowodorowego (3.1.), doktadnie wymieszaé.
Przenies¢ roztwor do jednolitrowej kolby miarowej 1 uzupetni¢ woda do kreski.

3.3. Bazowy mianowany roztwoér cyrkonu zawierajacy 1000 pg/ml w 0,5 M roztworze
kwasu chlorowodorowego (,,SpectrosoL.” lub rownowazny).

3.4. Heksahydrat chlorku glinu [AICl; x 6H,O]: odczynnik; rozpusci¢ 22,6 g 6-hydratu
chlorku glinu w 250 ml 10 % (v/v) roztworu kwasu chlorowodorowego (3.2.).

3.5. Odczynnik chlorku amonu: rozpusci¢ 5,0 g chlorku amonu w 250 ml 10 % (v/v)
roztworu kwasu chlorowodorowego (3.2.).

4. Aparatura

4.1. Zwykly sprzet laboratoryjny.

4.2. Mieszadto magnetyczne z ogrzewaniem.

4.3. Bibuta filtracyjna (Whatman nr 41 lub rownowazna).

4.4. Spektrofotometr absorpcji atomowej wyposazony w lampeg z katodq wnekowa do
oznaczania cyrkonu.

5. Procedura

5.1 Przygotowanie probki.

5.1.1. Odwazy¢ doktadnie okoto 1,0 g (m gramow) jednorodnej probki produktu w 150 ml

zlewce. Doda¢ 40 ml wody i 10 ml stezonego kwasu chlorowodorowego (3.1.).
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5.1.2. Umiesci¢ zlewke w mieszadle magnetycznym z ogrzewaniem (4.2.). Rozpoczaé
mieszanie 1 ogrzewaé¢ do wrzenia. Umiesci¢ szkietko zegarkowe na zlewce, aby
zapobiec szybkiemu odparowywaniu. Ogrzewac¢ do wrzenia w ciggu pig¢ciu minut,
zdjac zlewke z mieszadta i1 schtodzi¢ do temperatury pokojowe;.

5.1.3. Przesaczy¢ zawartos¢ zlewki przez bibule filtracyjna (4.3.) do 100 ml kolby
miarowej. Przeptukaé¢ zlewke dwoma 10 ml porcjami wody i po przesaczeniu
doda¢ przemywki do kolby miarowej. Uzupetni¢ objetos¢ woda do kreski
1 wymieszaé. Tego roztworu uzywa si¢ rowniez do oznaczania glinu (dziat C).

5.1.4. Przenies¢ pipeta 20,00 ml roztworu probki (5.1.3.), 5,00 ml odczynnika chlorku
glinu (3.4.) 1 5,00 ml odczynnika chlorku amonu (3.5.) do 50 ml kolby miarowe;.
Uzupethi¢ objetos¢ 10 % (v/v) roztworem kwasu chlorowodorowego (3.2.) do
kreski i wymieszac.

5.2. Warunki analizy metoda absorpcyjnej spektrometrii atomowe;:
ptomien: podtlenek azotu/acetylen
dhugos¢ fali: 360, 1 nm
korekcja tha: nie stosuje si¢
wlasnosci ptomienia: bogaty, dla uzyskania maksymalnej absorbancji konieczna

bedzie optymalizacja wysokosci palnika 1 warunkoéw
spalania.

5.3. Krzywa wzorcowa

5.3.1. Przenies¢ pipeta po 5,00, 10,00, 15,00, 20,00 i 25,00 ml bazowego roztworu
mianowanego cyrkonu (3.3.) do serii 50 ml kolb miarowych. Do wszystkich kolb
miarowych doda¢ pipeta po 5,00 ml odczynnika chlorku glinu (3.4.) i 5,00 ml
odczynnika chlorku amonu (3.5.). Uzupehié objetos¢ 10 % (v/v) roztworem
kwasu chlorowodorowego (3.2.) do kreski 1 wymiesza¢. Roztwory te zawieraja
odpowiednio po 100, 200, 300, 400 i 500 pg cyrkonu w mililitrze. Podobnie
przygotowac roztwor Slepej proby niezawierajacy mianowanego roztworu
cyrkonu.

5.3.2. Zmierzy¢ absorbancje¢ roztworu slepej proby (5.3.1.) 1 stosowac uzyskang wartos$¢
jako odpowiadajaca zerowemu stezeniu cyrkonu dla krzywej wzorcowe;.
Zmierzy¢ absorbancj¢ wszystkich mianowanych roztworéw cyrkonu (5.3.1.).
Wykresli¢ krzywa wzorcowa odpowiadajaca stosunkom wartosci absorbancji do
stezenia cyrkonu.

5.4. Oznaczanie
Zmierzy¢ absorbancj¢ roztworu probki (5.1.4.). Z krzywej odwzorowania
odczytaé stezenie cyrkonu odpowiadajace wartosci absorbancji otrzymanej dla
roztworu probki.

6. Obliczenie
Obliczy¢ zawartos¢ cyrkonu w probce w procentach masowych, stosujac wzor:

% (m/m) cyrkonu =

Oxm
w ktorym:
m — masa w gramach probki pobranej do analizy (5.1.1.),
¢ — stezenie cyrkonu w roztworze probki (5.1.4.), w mikrogramach na milimetr,

otrzymane z krzywej wzorcowej.
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7. Powtarzalno$¢ (ISO 5725)
Dla zawartosci cyrkonu 3,0 % (m/m) roznica migdzy wynikami dwoch
rownoleglych oznaczeh wykonanych dla tej samej probki nie powinna
przekracza¢ 0,10 % (m/m).

8. Uwaga
Dozwolone jest zastosowanie metody plazmy sprzezonej indukcyjnie — emisyjnej
spektometrii atomowej, jako metody alternatywnej w stosunku do ptomieniowe;j
absorpcyjnej spektrometrii atomowe;.

C. Oznaczanie glinu

1. Cel i zakres stosowania
Celem metody jest oznaczanie glinu znajdujacego si¢ w kompleksach glinowo-
-cyrkonowo-chlorkowo-wodorotlenowych do maksymalnego ste¢zenia 12 % (m/m)
glinu w nieaerozolowych srodkach przeciwpotowych.

2. Zasada
Glin ekstrahuje si¢ z produktu w srodowisku kwasnym i oznacza metoda
absorpcyjnej spektrometrii atomowej.

3. Odczynniki
Wszystkie odczynniki musza by¢ czystosci analityczne;.
3.1 Kwas chlorowodorowy stezony, d,o =1,18 g/ml.
3.2. Kwas chlorowodorowy, 1% (v/v): do 50 ml wody w zlewce doda¢ 10 ml

stezonego kwasu chlorowodorowego (3.1.), dokladnie wymiesza¢. Przeniesé
roztwor do jednolitrowej kolby miarowej i uzupetnic objetos¢ woda do kreski.

3.3. Bazowy mianowany roztwor glinu zawierajacy 1000 pg/ml w 0,5 M roztworze
kwasu azotowego (V) (,,SpectrosoL” lub rownowazny).

3.4. Odczynnik chlorku potasu: rozpusci¢ 10,0 g chlorku potasu w 250 ml 1 % (v/v)
roztworu kwasu chlorowodorowego (3.2.).

4. Aparatura

4.1. Zwykly sprzet laboratoryjny.

4.2. Spektrometr absorpcji atomowej wyposazony w lampe¢ z katoda wngkowa do
oznaczania glinu.

5. Procedura

5.1. Przygotowanie probki.
Do oznaczania zawartosci glinu uzywa sie roztworu przygotowanego w dziale B.5.1.3.

5.1.1. Przenies¢ pipeta 5,00 ml roztworu prébki (B.5.1.3.) i 10,00 ml odczynnika

chlorku potasu (3.4.) do 100 ml kolby miarowej. Uzupetni¢ objetosé¢ 1 % (v/v)
roztworem kwasu chlorowodorowego (3.2.) do kreski i wymieszacd.
5.2. Warunki analizy metoda absorbcyjnej spektometrii atomowe;:
ptomien: podtlenek azotu/acetylen
dhugos¢ fali: 309,3
korekcja tha: nie stosuje si¢
wlasnosci ptomienia: bogaty, dla uzyskania maksymalnej absorbancji konieczna
jest optymalizacja wysokos$ci palnika i warunkow spalania.
5.3. Krzywa wzorcowa
5.3.1. Przenies¢ pipeta po 1,00, 2,00, 3,00, 4,00 i 5,00 ml bazowego mianowanego
roztworu glinu (3.3.) do serii 100 ml kolb miarowych. Do wszystkich kolb
miarowych przenies¢ pipeta po 1,00 ml odczynnika chlorku potasu (3.4.)
i uzupehic¢ objetos¢ 1 %(v/v) roztworem kwasu chlorowodorowego (3.2.)
i wymieszaé. Te roztwory zawieraja po 10, 20, 30, 40 i 50 pg glinu w mililitrze.
Podobnie przygotowa¢ roztwdr Slepej proby niezawierajacy roztworu
mianowanego glinu.
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5.3.2. Zmierzy¢ absorbancj¢ roztworu slepej proby (5.3.1.) 1 stosowac uzyskang wartos¢
jako odpowiadajaca zerowemu stezeniu glinu dla krzywej wzorcowej. Zmierzy¢
absorbancj¢ wszystkich mianowanych roztworéw glinu do kalibrowania.
Wykresli¢ krzywa wzorcowa odpowiadajaca stosunkom wartosci absorbancji do
zawartosci glinu.

5.4. Oznaczenie
Zmierzy¢ absorbancje roztworu probki (5.1.1.) Z krzywej wzorcowej odczytad
stezenie glinu odpowiadajace wartosci absorbancji otrzymanej dla roztworu
probki.

6. Obliczenie
Obliczy¢ zawartos¢ glinu w prébce w procentach masowych, stosujac wzor:

% (m/m) glinu = SL
xXm

w ktorym:

m — masa w gramach probki pobranej do analizy (B.5.1.1.),

¢ — stezenie glinu w roztworze probki (5.1.1.), w mikrogramach na mililitr,
otrzymane z krzywej wzorcowej.

7. Powtarzalnos$¢ (ISO 5725)
Dla zawartosci glinu 3,5 % (m/m) rdznica miedzy wynikami dwoch roéwnolegtych
oznaczen wykonanych dla tej samej probki nie powinna przekracza¢ 0,10 %
(m/m).

8. Uwaga
Dozwolone jest zastosowanie metody plazmy sprzezonej indukcyjnie — emisyjnej
spektometrii atomowej, jako metody alternatywnej w stosunku do ptomieniowe;j
absorpcyjnej spektrometrii atomowej.

D. Oznaczanie chloru

1. Cel 1 zakres stosowania
Celem metody jest oznaczanie chloru obecnego w postaci jonu chlorkowego w
kompleksie glinowo-cyrkonowo-wodorotlenowym w nieaerozolowych srodkach
przeciwpotowych.

2. Zasada
Jon chlorkowy w produkcie oznacza si¢ przez miareczkowanie potencjometryczne
mianowanym roztworem azotanu (V) srebra.

3. Odczynniki
Wszystkie odczynniki musza by¢ czystosci analityczne;.
3.1. Kwas azotowy (V) stezony, dyo = 1,42 g/ml.
3.2. Kwas azotowy (V), 5 % (v/v) roztwoér: do 250 ml wody w zlewce doda¢ 25 ml

stezonego kwasu azotowego (V) (3.1.), starannie wymiesza¢. Przenies¢ ten
roztwor do 500 ml kolby miarowej, uzupetni¢ woda do kreski.

3.3. Aceton.

3.4. Azotan (V) srebra, 0,1 M roztwdr mianowany (,,AnalaR” lub rownowazny).
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4. Aparatura

4.1. Zwykly sprzet laboratoryjny.

4.2. Mieszadlo magnetyczne z ogrzewaniem.

4.3. Elektroda srebrna.

4.4. Kalomelowa elektroda odniesienia.

4.5. Miernik pH/miliwolt odpowiedni do miareczkowania potencjometrycznego.

5. Procedura

S5.1. Przygotowanie probki

5.1.1. W 250 ml zlewce odwazy¢ doktadnie okoto 1,0 g (m gramoéw) jednorodnej probki
produktu. Doda¢ 80 ml wody 1 20 ml 5 % (v/v) roztworu kwasu azotowego (V) (3.2.).

5.1.2. Umiesci¢ zlewke na ogrzewanym mieszadle magnetycznym (4.2.). Rozpoczaé

mieszanie 1 ogrzewa¢ do wrzenia. Aby zapobiec szybkiemu odparowywaniu,
przykry¢ zlewke szkietkiem zegarkowym. Ogrzewaé¢ do wrzenia w ciggu
pieciu minut, zdja¢ zlewke i schtodzi¢ do temperatury pokojowej.

5.1.3. Doda¢ 10 ml acetonu (3.3.), zanurzy¢ elektrody (4.3. i 4.4.) i rozpoczaé
mieszanie.
Miareczkowaé potencjometrycznie 0,1 M roztworem azotanu (V) srebra (3.4.)
1 wykresli¢ krzywa rozniczkowa do oznaczania punktu koncowego (V ml).

6. Obliczenie
Obliczy¢ zawartos¢ chloru w probce w procentach masowych, stosujac wzor:

0,3545xV
m

% (m/m) chloru =

w ktorym:
m — masa probki pobranej do analizy (5.1.1.) w gramach,
V — objetos¢ 0,1 M roztworu azotanu (V) srebra, w mililitrach, zuzyta do
miareczkowania w punkcie koncowym (5.1.3.).

7. Powtarzalnos$¢ (ISO 5725)
Dla zawartosci chloru 4 % (m/m) réznica migdzy wynikami dwoch réwnolegtych
oznaczen wykonanych dla tej samej prébki nie powinna przekracza¢ 0,10 %
(m/m).

E. Obliczenie stosunku atoméw glinu do atoméw cyrkonu oraz sumy atoméw glinu
i cyrkonu do atoméw chloru

1. Obliczenie stosunku atomdéw glinu do atomow cyrkonu
Obliczy¢ stosunek Al : Zr, stosujac wzor:

Al%(m/m)x 91,22

Zr%(m/m)x 26,98

2. Obliczenie stosunku sumy atoméw glinu 1 cyrkonu do
atomow chloru
Obliczy¢ stosunek (Al + Zr) : Cl, stosujac wzor:

stosunek Al : Zr =

Al %(m/m) N Zr %(m/m)

26,98 91,22
+ . = 2 2
stosunek (Al + Zn): Cl CI%(m/m)

35,45
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Identyfikowanie i oznaczanie heksamidyny,
dibromoheksamidyny, dibromopropamidyny i chloroheksydyny

1. Cel 1 zakres stosowania
Celem metody jest jakosciowe i ilo§ciowe oznaczanie:
— heksamidyny 1 jej soli, tacznie z izetionianem i 4-hydroksybenzoesanem,
— dibromoheksamidyny 1i jej soli, tacznie z izetionianem,
— dibromopropamidyny i jej soli, tacznie z izetionianem,
— dioctanu, diglukonianu 1 dichlorowodorku chloroheksydyny w produktach
kosmetycznych.
2. Definicja
Stezenia heksamidyny, dibromoheksamidyny, dibromopropamidyny
1 chloroheksydyny oznaczone tq metoda sa wyrazone jako procent masowy (% m/m).
3. Zasada
Identyfikowanie 1 oznaczanie wykonuje si¢ metoda Wwysokosprawnej
chromatografii cieczowej (HPLC) na fazie odwrdconej, jondw dwubiegowych z
nastepna detekcja spektrofotometryczna w zakresie nadfioletu. Heksamidyne,
dibromoheksamidyng, dibromopropamidyng i chloroheksydyn¢ identyfikuje sig¢
na podstawie ich czaséw retencji po rozdziale na kolumnie chromatograficzne;.

4. Odczynniki
Wszystkie odczynniki muszg by¢ czystosci analitycznej i, tam gdzie to konieczne,
odpowiada¢ HPLC.

4.1. Metanol.

4.2. Monohydrat heptano-1-sulfonianu sodu.

43. Kwas octowy lodowaty, dyo = 1,05 g/ml.

4.4. Chlorek sodowy.

4.5. Fazy ruchome.

4.5.1. Rozpuszczalnik 1:0,005 M roztwor monohydratu heptano-1-sulfonianu sodu (4.2.)
w metanolu doprowadzony do pH 3,5 za pomoca kwasu octowego lodowatego
(4.3.).

4.5.2. Rozpuszczalnik I1: 0,005 M roztwor monohydratu heptano-1-sulfonianu sodu

(4.2.) w wodzie doprowadzony do pH 3,5 za pomoca kwasu octowego
lodowatego (4.3.).

4.5.3.
Uwaga: Jesli konieczne jest poprawienie ksztattu pikow, mozna zmodyfikowad
fazy ruchome i przygotowac je nastgpujaco:
— rozpuszczalnik I: rozpusci¢ 5,84 g chlorku sodowego (4.4.) i 1,1013 g
monohydratu heptano-1-sulfonianu sodu (4.2.) w 100 ml wody, doda¢ 900 ml
metanolu (4.1.) 1 nastawi¢ na pH 3,5 kwasem octowym lodowatym (4.3.),
— rozpuszczalnik II: rozpusci¢ 5,84 g chlorku sodowego (4.4.) 1 1,1013 ¢
monohydratu heptano-1-sulfonianu sodu (4.2.) w jednym litrze wody
i nastawi¢ na pH 3,5 kwasem octowym lodowatym (4.3.).
4.6. Diizetionan heksamidyny [C20H24N40; - 2C,HO4S].
4.7. Diizetionian dibromoheksamidyny [CooH24BraN4O; - 2C,H404S].
4.8. Diizetionian dibromopropamidyny [Ci7HsBraN4O, - 2C,HgO4S].
4.9. Dioctan chloroheksydyny [C2xH30ClNjg - 2C,H405].
4.10. Roztwory odniesienia: przygotowac 0,05 % (m/v) roztwory wszystkich czterech
srodkow konserwujacych (4.6—4.9) w rozpuszczalniku I (4.5.1.).
4.11. 3,4,4' - trichlorokarbanilid (triclocarban).

4.12. 4,4’ - dichloro-3-(trifluorometylo) karbanilid (halocarban).
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5.1.
5.2.

5.3.

5.4.

6.1.

6.2.

6.2.1.

6.2.2.

6.2.3.
6.2.4.

6.2.5.

6.3.

Aparatura

Zwykly sprzet laboratoryjny.

Wysokosprawny chromatograf cieczowy z detektorem w zakresie promieniowania
nadfioletowego o zmiennej dtugosci fali.

Kolumna analityczna: stal kwasoodporna, dtugo$¢ 30 cm, $rednica wewnetrzna 4 pm,
z wypetnieniem p-Bondapack Cig, 10 um lub rownowaznym.

L.aznia ultradzwigkowa.

Identyfikowanie

Przygotowanie probki.

Odwazy¢ okoto 0,5 g prébki w 10 ml kolbie miarowej 1 uzupetié objetos¢ do
kreski rozpuszczalnikiem 1 (4.5.1.). Umiesci¢ kolb¢ w tazni ultradzwigkowe;j
(5.4.) na 10 minut. Przesaczy¢ lub odwirowac roztwor. Zebrac¢ przesacz lub ciecz
znajdujacy si¢ na wierzchu do analizy chromatograficznej.

Chromatografia

Gradientowy przeplyw fazy ruchome;j

Poz. 2106

Czas (min) Rozpuszioz/zll\rll/ig)I 4.5.1) Rozpuszczg/ills/il\f )II (4.5.2))
0 50 50
15 65 35
30 65 35
45 50 50

Nastawi¢ szybkos¢ przeptywu fazy ruchomej (6.2.1.) na 1,5 ml/min, a temperaturg
kolumny na 35 °C.

Nastawi¢ dlugos¢ fali detektora na 264 nm.

Wprowadzi¢ strzykawka po 10 pl wszystkich roztworéw odniesienia (4.10.)
1 zarejestrowac ich chromatogramy.

Wprowadzi¢ strzykawka 10 ul roztworu probki (6.1.) 1 zarejestrowal jego
chromatogram.

Zidentyfikowa¢, czy w probce znajduje si¢ heksamidyna, dibromoheksamidyna,
dibromopropamidyna lub chloroheksydyna przez porownanie czasu retencji
pikow zarejestrowanych w ppkt 6.2.5. z czasami retencji otrzymanymi dla
roztwordw odniesienia w ppkt 6.2.4.

Oznaczanie

Oznaczanie

Przygotowanie roztwordw odniesienia. Jako wzorzec wewngtrzny zastosowaé
jeden ze srodkow konserwujacych (4.6.-4.9.) nieznajdujacy si¢ w probcee. Jesli nie
jest to mozliwe, mozna uzy¢ triclocarbanu (4.11.) lub halocarbanu (4.12.).
Bazowy 0,05 % (m/v) roztwér Srodka konserwujacego zidentyfikowanego w
ppkt 6.3. w rozpuszczalniku 1.

Bazowy 0,05 % (m/v) roztwor srodka konserwujacego wybranego jako wzorzec
wewngetrzny w rozpuszczalniku 1.

Przygotowaé cztery mianowane roztwory dla wszystkich zidentyfikowanych
srodkow konserwujacych poprzez przeniesienie do serii 10 ml kolb miarowych
objetosci roztworow bazowych zidentyfikowanych srodkow konserwujacych
(7.1.1.) 1 odpowiednich objetosci bazowego wewngtrznego roztworu
mianowanego (7.1.2.) zgodnie z ponizsza tabela. Uzupetlni¢ objetos¢ we
wszystkich kolbach rozpuszczalnikiem (4.5.1.) do kreski i wymieszac.
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7.1.4.
Bazowy wewngetrzny | Bazowy roztwor zidentyfikowanego
Mianowany roztwor mianowany srodka konserwujacego
roztwor ilos¢ dodanych ml ilos¢ dodanych ml Vml*
(7.1.2.) (7.1.1) K
I 1,0 0,5 25
II 1,0 1,0 50
111 1,0 1,5 75
v 1,0 2,0 100
* Wartosci te podano jako wskazowke i odpowiadaja one stgzeniom zidentyfikowanych $rodkéow
konserwujacych w roztworach mianowanych przygotowanych z uzyciem roztworu bazowego, ktory
zawiera doktadnie 0,05 % zidentyfikowanego srodka konserwujacego.
7.2. Przygotowanie probki
7.2.1. W 10 ml kolbie miarowej odwazy¢ doktadnie okoto 0,5 g (p gramdw) prébki,

doda¢ 1,0 ml wewngtrznego roztworu mianowanego (7.1.2.) 1 6 ml
rozpuszczalnika I (4.5.1.) i wymieszac.

7.2.2. Umiesci¢ kolbe w tazni naddzwiekowej (5.4.) na 10 minut. Schtodzi¢. Uzupetnié
objetos¢ rozpuszczalnikiem 1 do kreski 1 wymiesza¢. Odwirowaé lub przesaczy¢
przez karbowany saczek z bibuty filtracyjnej. Zebraé ciecz znajdujaca si¢ na
wierzchu lub przesacz, zaleznie od stosowanego sposobu analizy

chromatograficzne;.
7.3. Chromatografia
7.3.1. Nastawi¢ gradient fazy ruchomej, szybko$¢ przeptywu fazy ruchomej,

temperatur¢ kolumny 1 dtugos¢ fali w detektorze UV w aparaturze HPLC (5.2.) na
warunki takie, jakie s3 wymagane na etapie identyfikowania (6.2.1 do 6.2.3.).

7.3.2. Wprowadzi¢ strzykawka 10 pl roztworu probki (7.2.2.) 1 zmierzy¢ powierzchnig
pikow. Powtdrzy¢ ten proces z dalszymi 10 pl porcjami roztworu prébki az do
uzyskania zgodnych wynikéw. Obliczy¢ stosunek powierzchni  piku
odpowiadajacego  analizowanemu  zwigzkowi do  powierzchni  piku
odpowiadajacego wzorcowi wewnetrznemu.

7.4. Krzywa wzorcowa

7.4.1. Wprowadzi¢ strzykawka po 10 pl roztworéw mianowanych (7.1.3.) 1 zmierzy¢
powierzchni¢ pikow.

7.4.2. Dla kazdego roztworu mianowanego (7.1.3.) obliczy¢ stosunek powierzchni piku

heksamidyny, dibromoheksamidyny, dibromopropamidyny lub chloroheksydyny
do powierzchni piku wzorca wewngtrznego. Wykresli¢ krzywa wzorcowa,
oznaczajac te stosunki na osi rzgdnych i odpowiednie stezenia zidentyfikowanych
srodkéw konserwujacych w roztworach mianowanych, w mikrogramach na
mililitr, na osi odcigtych.

7.4.3. Z krzywej wzorcowej (7.4.2.) odczyta¢ stezenie zidentyfikowanego srodka
konserwujacego odpowiadajace stosunkowi powierzchni piku obliczonemu w
ppkt 7.3.2.
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8. Obliczenie
8.1. Obliczy¢ zawarto$¢ heksamidyny, dibromoheksamidyny, dibromopropamidyny
lub chloroheksydyny w prébce w procentach masowych, stosujac wzor:

c_ MW,
1000xp MW,

%(m/m) =

w ktorym:
p — masa probki pobranej do analizy, w gramach (7.2.1.),
Cc — stezenie $rodka konserwujacego w roztworze probki, w mikrogramach na
mililitr, otrzymane z krzywej wzorcowe;j,

MW, — cigzar czasteczkowy podstawowej formy obecnego srodka konserwujacego,
MW, — cigzar czasteczkowy odpowiedniej soli (patrz pkt 10).

9. Powtarzalnos$¢ (ISO 5725)
Dla stezenia heksamidyny, dibromoheksamidyny, dibromopropamidyny lub
chloroheksydyny 0,1 % (m/m) réznica miedzy wynikami dwoch réwnolegtych
oznaczen wykonanych dla tej samej probki nie powinna przekracza¢ 0,005 %.

10. Tablica ci¢gzarow czasteczkowych
Hexamidine C20H26N402 3 54,45
Hexamidine diisethionate CooHasN4O5 - 2C,HO4S 606,72
Hexamidme di-p-hydroxybenzoate = Cy0H26N4O; - 2C7HeO3 630,71
Dibromohexamidine CooHo4BroN4O» 512,24
Dibromohexamidine diisethionate CooHo4BraN4O; - 2C,HgO4S 764,51
Dibromopropamidine C17H,3Br,N4O» 470,18
Dibromopropamidyne diisethionate C;7H;sBr,N4O, - 2C,HO4S 722,43
Chlorhexidine C22H30C12N10 505,45
Chlorhexidine diacetate CoH3¢CLLNyg - 2C,H40, 625,56
Chlorhexidme digluconate C,H30ClIaNg - 2C6H 1207 897,76
Chlorhexidine dihydrochloride CoH3¢Cl,Ny g - 2HCI 578,37

Identyfikowanie i oznaczanie kwasu benzoesowego, kwasu
4-hydroksybenzoesowego, kwasu sorbowego, kwasu salicylowego
i kwasu propionowego w produktach kosmetycznych

1. Cel i zakres zastosowania
Metoda jest stosowana do identyfikowania i oznaczania kwasu benzoesowego, kwasu
4-hydroksybenzoesowego, kwasu sorbowego, kwasu salicylowego 1 kwasu
propionowego w produktach kosmetycznych; oddzielne procedury dotycza
identyfikowania tych srodkéw konserwujacych; podano procedury oznaczania kwasu
propionowego 1 oznaczania kwasu 4-hydroksybenzoesowego, kwasu salicylowego,
kwasu sorbowego i kwasu benzoesowego.

2. Definicja
[losci kwasu benzoesowego, kwasu 4-hydroksybenzoesowego, kwasu salicylowego,
kwasu sorbowego 1 kwasu propionowego oznaczone ta metoda sa wyrazone w
procentach masowych wolnych kwasow.

A. Identyfikowanie

1. Zasada
Ekstrakt otrzymany przez kwasowo/zasadowa ekstrakcje srodkéw konserwujacych
analizuje si¢ metodq chromatografii cienkowarstwowej (TLC), w ciagu jednego dnia
po otrzymaniu pochodnej. Zaleznie od wynikow, identyfikacja zostaje potwierdzona
metodgq wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC) lub w przypadku kwasu
propionowego metoda chromatografii gazowej (GC).
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2. Odczynniki

2.1. Zasada ogodlna
Wszystkie odczynniki muszg by¢ czystosci analitycznej. Uzywana woda musi by¢
woda destylowana lub woda o co najmniej rownowaznej czystosci.

2.2. Aceton

2.3. Eter dietylowy

2.4. Acetonitryl

2.5. Toluen

2.6. n-Heksan

2.7. Ciekta parafina

2.8. Kwas chlorowodorowy, 4 M roztwor

2.9. Wodorotlenek potasu, 4 M roztwdr wodny

2.10.  Dihydrat chlorku wapnia, CaCl,-H,O

2.11.  Weglan litu, Li,COs3

2.12.  2-bromo-2’-acetylonaftalen

2.13.  Kwas 4-hydroksybenzoesowy

2.14. Kwas salicylowy

2.15. Kwas benzoesowy

2.16. Kwas sorbowy

2.17. Kwas propionowy

2.18. Roztwory odniesienia
Przygotowaé 0,1 % (m/v) roztwory (100 mg/100 ml) wszystkich pigciu srodkéw
konserwujacych (2.13.-2.17.) w eterze dietylowym

2.19.  Odczynnik do otrzymywania pochodnych
0,5 % (m/v) roztwor 2-bromo-2’-acetylonaftalenu (2.12.) w acetonitrylu (2.4.) (50 mg/10 ml).
Roztwor ten powinien by¢ przygotowywany co tydzien i przechowywany w lodéwce

2.20. Roztwor katalizatora
0,3 % (m/v) roztwor weglanu litu (2.11.) w wodzie (300 mg/100 ml). Roztwor
powinien by¢ §wiezo przygotowany

2.21.  Rozpuszczalnik rozwijajacy
Toluen (2.5.)/aceton (2.2.) (20:0,5, v/v)

2.22.  Ciekta parafina (2.7.)/n-heksan (2.6.) (1:2, v/v).

3. Aparatura
Zwykty sprzet laboratoryjny

3.1 Laznia wodna, z mozliwos$cia utrzymania temperatury 60 °C

3.2. Komora do rozwijania chromatogramu

3.3. Zrodlo $wiatta ultrafioletowego, 254 i 366 nm

34. Plytki cienkowarstwowe, Kieselgel 60, bez wskaznika fluorescencji, 20 x 20 cm,
grubos¢ warstwy 0,25 mm ze strefag nanoszenia 2,5 x 20 cm (Merck 11845 lub
rownowazne)

3.5. Mikrostrzykawka, 10 pl
3.6. Mikrostrzykawka, 25 ul

3.7. Suszarka z mozliwoscig utrzymania temperatury do 105 °C

3.8. 50 ml szklane probéwki z gwintowanym korkiem

3.9. Bibuta filtracyjna, srednica 90 mm (Schleicher & Schuli, Weissband nr 5892 lub
roOwnowazna)

3.10.  Uniwersalny papierek wskaznikowy pH =1-11

3.11. 5 ml szklane fiolki na probki

3.12.  Rotacyjna wyparka warstewkowa (Rotavapor lub r6wnowazna)
3.13.  Ogrzewana ptytka.
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4. Procedura
4.1. Przygotowanie probki

W 50 ml szklanej probowce z gwintowanym korkiem (3.8.) odwazy¢ okoto 1 g préobki.
Doda¢ cztery krople 4 M kwasu chlorowodorowego (2.8.) i 40 ml acetonu (2.2.).
W przypadku silnie alkalicznych wyrobdw, takich jak mydto toaletowe, nalezy dodaé
20 kropli 4 M kwasu chlorowodorowego. Papierkiem wskaznikowym (3.10.)
sprawdzi¢, czy pH wynosi okoto 2. Zamkna¢ probodwke 1 wytrzasa¢ energicznie w
ciagu jednej minuty.
Jesli konieczne jest utatwienie ekstrakcji srodka konserwujacego do fazy acetonowej,
nalezy ogrzewac tagodnie mieszaning do okoto 60 °C do stopienia fazy ciektej.
Schtodzi¢ roztwdr do temperatury pokojowej 1 przesaczy¢ przez bibute filtracyjna
(3.9.) do kolby stozkowej. Przenies¢ 20 ml przesaczu do 200 ml kolby stozkowe;,
doda¢ 20 ml wody i wymieszaé. Doprowadzi¢ odczyn mieszaniny do pH okoto 10 za
pomoca wodorotlenku potasu 4 M (2.9.), uzywajac papierka wskaznikowego (3.10.)
do oznaczenia pH.
Doda¢ | g chlorku wapnia (2.10.) i energicznie wytrzasna¢. Przesaczy¢ przez bibute
filtracyjna (3.9.) do 250 ml rozdzielacza zawierajacego 75 ml eteru dietylowego (2.3.)
1 wytrzasa¢ energicznie przez jedng minut¢. Pozostawi¢ do rozdzielenia 1 przenies¢
warstwg wodng do 250 ml kolby stozkowej. Odrzuci¢ warstwe eterowa. Uzywajac
papierka  wskaznikowego (3.10.), doprowadzi¢ odczyn 4M  kwasem
chlorowodorowym (2.8.) do pH okoto 2. Doda¢ 10 ml eteru dietylowego (2.3.),
zamkna¢ kolbge 1 wytrzasa¢ energicznie przez jedna minutg, pozostawi¢ do
rozdzielenia 1 przenie$¢ warstwe eterowa do rotacyjnej wyparki warstewkowej
(3.12.). Odrzuci¢ warstweg wodna.
Odparowa¢ warstwe eterowa prawie do sucha i ponownie rozpusci¢ pozostatos¢ w 1 ml
eteru dietylowego (2.3.). Przenies¢ roztwor do fiolki na probke (3.11.).

4.2. Chromatografia cienkowarstwowa

Dla wszystkich roztworow odniesienia i probek analizowanych chromatograficznie
nanie$¢ strzykawka (3.5.) po okoto 3 pl weglanu litu (2.20.) w réwnych odlegtosciach
na linii poczatkowej w strefie nanoszenia ptytki do chromatografii cienkowarstwowej
(3.4.) 1 wysuszy¢ w strumieniu zimnego powietrza.

Umiesci¢ plytke cienkowarstwowa na ogrzewanej ptytce (3.13.) podgrzanej do 40 °C
dla otrzymania mozliwie najmniejszych plam. Nanies¢ mikrostrzykawka (3.5.) po 1 pl
wszystkich roztworow odniesienia (2.18.) 1 roztworu prébki (4.1.) na linii
poczatkowe] ptytki, doktadnie w miejscach plam, w ktérych naniesiono roztwor
weglanu litu.

Nanies¢ ponownie po okoto 15 pl odczynnika do otrzymywania pochodnych (2.19.)
(roztworu 2-bromo-2’-acetylonaftalenu), doktadnie w miejscach plam, w ktorych
naniesione byty roztwory odniesienia i probki oraz roztwér weglanu litu.

Ogrzewac¢ plytke do chromatografii cienkowarstwowej w suszarce (3.7.) w 80 °C w
ciagu 45 minut. Po schtodzeniu rozwija¢ plytke w komorze (3.2.), ktora
doprowadzono do stanu rownowagi w ciagu 15 minut (bez wytozenia wnetrza bibutg
filtracyjna), uzywajac rozpuszczalnika rozwijajacego 2.21. (toluen/aceton), az do
osiagnigcia przez czolo rozpuszczalnika odlegtosci 15 cm (moze trwac¢ to okoto
80 minut).

Wysuszy¢ plytke w strumieniu zimnego powietrza i ocenia¢ otrzymane plamy w
swietle UV (3.3.). Dla wzmocnienia fluorescencji stabo widocznych plam mozna
zamoczy¢ ptytke do chromatografii cienkowarstwowej w mieszaninie ciekla
parafina/n-heksan (2.22.).
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5. Identyfikacja

Obliczy¢ wspotczynnik Ry dla wszystkich plam. Poréwna¢ wartos¢ Ry 1 zachowanie
probki pod wptywem promieniowania UV z warto$ciami otrzymanymi dla roztwordw
odniesienia. Sformutowa¢ wstepny wniosek o obecnosci i zidentyfikowaniu $rodka
konserwujacego znajdujacego si¢ w probce. Przeprowadzi¢ analiz¢ metoda HPLC
opisanag w dziale B lub, jesli podejrzewana jest obecno$¢ w prdbce kwasu
propionowego, analiz¢ metodq GC opisang w dziale C. Poréwnaé czasy retencji z
czasami otrzymanymi dla roztworow odniesienia.

Podsumowaé¢ wyniki otrzymane metodami TLC i HPLC lub GC oraz potwierdzi¢
ostateczng identyfikacj¢ srodkéw konserwujacych znajdujacych si¢ w probce na
podstawie otrzymanych wynikow.

B. Oznaczanie kwasu benzoesowego, kwasu 4-hydroksybenzoesowego, kwasu sorbowego
i kwasu salicylowego

1. Zasada
Probke po zakwaszeniu ekstrahuje si¢ mieszaning alkoholu etylowego i wody. Po
przesaczeniu  srodki konserwujace oznacza si¢ metoda wysokosprawnej
chromatografii cieczowej (HPLC).

2. Odczynniki

2.1 Wszystkie odczynniki musza by¢ czystosci analitycznej 1, jesli potrzeba, odpowiednie
do HPLC. Uzywana woda musi by¢ woda destylowana lub o co najmniej
rownowaznej czystosci

2.2. Alkohol etylowy absolutny

2.3. Kwas 4-hydroksybenzoesowy

2.4. Kwas salicylowy

2.5. Kwas benzoesowy

2.6. Kwas sorbowy

2.7. Octan sodu (CH3COONa x 3 H,0O)

2.8.  Kwas octowy, d3°=1,05 g/ml

2.9. Acetonitryl
2.10. Kwas siarkowy (VI), 2 M
2.11. Wodorotlenek potasu, 0,2 M roztwér wodny
2.12. Kwas 2-metoksybenzoesowy
2.13.  Mieszanina alkohol etylowy/woda
Zmiesza¢ dziewigC objetosci alkoholu etylowego (2.2.) i jedna objetos¢ wody (2.1.)
2.14. Roztwor wzorca wewngtrznego
Przygotowac roztwor zawierajacy w przyblizeniu 1 g kwasu 2-metoksybenzoesowego
(2.12.) w 500 ml mieszaniny alkohol etylowy/woda (2.13.)
2.15. Fazaruchoma do HPLC
2.15.1. Bufor octanowy: do 1,0 I wody doda¢ 6,35 g octanu sodu (2.7.) i 20,0 ml kwasu
octowego (2.8.) 1 wymieszad
2.15.2. Przygotowa¢ faz¢ ruchoma przez zmieszanie dziewigciu objetosci buforu
octanowego (2.15.1.) 1 jednej objetosci acetonitrylu (2.9.)
2.16. Bazowy roztwoér srodkow konserwujacych
Odwazy¢ doktadnie okoto 0,05 g kwasu 4-hydroksybenzoesowego (2.3.), 0,2 g
kwasu salicylowego (2.4.), 0,2 g kwasu benzoesowego (2.5.) 1 0,05 g kwasu
sorbowego (2.6.) w 50 ml kolbie miarowej 1 uzupetic objetos¢ do kreski mieszaning
alkohol etylowy/woda (2.13.). Przechowywac¢ przyrzadzony roztwor w loddéwece.
Roztwdr jest trwaly przez jeden tydzien.
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2.17. Mianowane roztwory srodkow konserwujacych
Do serii 20 ml kolb miarowych przenies¢ odpowiednio po: 8,00; 4,00; 2,00; 1,00
1 0,50 ml bazowego roztworu srodkow konserwujacych (2.16.). Do wszystkich kolb
doda¢ po 10,00 ml roztworu wzorca wewnetrznego (2.14.) i 0,5 ml 2 M kwasu
siarkowego (VI) (2.10.). Uzupehi¢ objetos¢ do kreski mieszaning alkohol etylowy/
woda (2.13.). Roztwory te musza by¢ swiezo przygotowane.

3. Aparatura
Zwykty sprzet laboratoryjny

3.1. LaZnia wodna nastawiona na 60 °C

3.2. Wysokosprawny chromatograf cieczowy z detektorem o zmiennej dtugosci fali UV
i petla 10 pl dla wprowadzenia probki

3.3. Kolumna analityczna

Stal kwasoodporna, dlugos¢ 12,5 do 25,0 cm, $rednica wewngtrzna 4,6 mm,
z wypehieniem Nucleosil 5C18 lub réwnowaznym
3.4. Bibuta filtracyjna, srednica 90 mm, Schleicher i Schuli, Weissband nr 5892 lub

rOwnowazna

3.5. 50 ml probéwki szklane z gwintowanym korkiem

3.6. 5 ml szklane fiolki na probki

3.7. Kamyczki wrzenne, o wymiarach 2 do 4 mm, z karborundu (wegliku krzemu) lub
rownowazne.

4. Procedura

4.1. Przygotowanie probki

4.1.1.  Przygotowanie probki bez dodawania wzorca wewnetrznego

Odwazy¢ 1 g probki w 50 ml szklanej probowce z gwintowanym korkiem (3.5.). Do
probowki doda¢ pipeta 1,00 ml 2 M kwasu siarkowego (VI) (2.10.) 1 40 ml
mieszaniny alkohol etylowy/woda (2.13.). Doda¢ okoto | g kamyczkéw wrzennych
(3.7.), zamkna¢ probowke 1 wytrzasa¢ energicznie przez co najmniej jedng minute,
az do otrzymania jednorodnej zawiesiny. Dla ufatwienia ekstrakcji srodkow
konserwujacych do fazy etanolowej, nalezy umiesci¢ probowke w tazni wodnej
(3.1.) utrzymywanej w 60 °C na doktadnie pie¢ minut. Probowke natychmiast
schtodzi¢ w strumieniu zimnej wody 1 umiesci¢ ekstrakt na jedna godzing w
temperaturze 5 °C. Przesaczy¢ ekstrakt przez bibule filtracyjng (3.4.). Przenies¢
okoto 2 ml ekstraktu do fiolki na prébke (3.6.). Przechowywaé ekstrakt w 5 °C 1
wykona¢ oznaczenie metodq HPLC w ciagu 24 godzin od przygotowania.

4.1.2.  Przygotowanie probki z dodawaniem wzorca wewnetrznego

Odwazy¢ z doktadnoscia do trzeciego miejsca po przecinku 1 £0,1 g (a graméw)
probki w 50 ml probéwce szklanej z gwintowanym korkiem (3.5.). Doda¢ pipeta
1,00 ml 2 M kwasu siarkowego (VI) (2.10.) i 30 ml mieszaniny alkohol
etylowy/woda (2.13.). Doda¢ okoto | g kamyczkéw wrzennych (3.7.) 1 10,00 ml
roztworu wzorca wewngtrznego (2.14.). Zamknaé probowke i wytrzasaé energicznie
w ciagu co najmniej jednej minuty do otrzymania jednorodnej zawiesiny. Dla
utatwienia ekstrakcji srodkéw konserwujacych do fazy etanolowej, nalezy umiesci¢
rurke w tazni wodnej (3.1.) utrzymywanej w 60 °C na doktadnie pigciu minut.
Probéwke schtodzi¢ natychmiast w strumieniu zimnej wody i umiesci¢ ekstrakt na
jedng godzing w temperaturze 5 °C. Przesaczy¢ ekstrakt przez bibule filtracyjna
(3.4.). Przenies¢ okoto 2 ml przesaczu do fiolki na probke (3.6.). Przechowywacé
przesacz w temperaturze 5 °C 1 wykona¢ oznaczenie metodqa HPLC w ciagu
24 godzin od przygotowania.
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4.2. Wysokosprawna chromatografia cieczowa

Faza ruchoma: acetonitryl/bufor octanowy (2.15.)
Nastawi¢ szybko$¢ przeptywu fazy ruchomej przez kolumng na 2,0 + 0,5 ml/minutg.
Ustawi¢ dlugos¢ fali w detektorze na 240 nm.

4.2.1. Krzywa wzorcowa

Wprowadzi¢ kolejno strzykawka do chromatografu cieczowego (3.2.) 10 ul porcje
wszystkich roztworow mianowanych srodkéw konserwujacych (2.17.). Dla
wszystkich roztworow oznaczy¢ stosunki wysokosci pikdw analizowanych srodkow
konserwujacych do wysokos$ci piku wzorca wewnetrznego otrzymane z
chromatogramdéw. Sporzadzi¢ dla wszystkich $rodkéw konserwujacych wykres
zalezno$ci stosunku wysokosci pikdw od stezenia. Upewnié sig, ze podczas
kreslenia krzywej wzorcowej otrzymuje si¢ zalezno$¢ liniowa dla mianowanych
roztworow.

4.2.2.  Oznaczanie

Do chromatografu cieczowego (3.2.) wprowadzi¢ strzykawka 10 pl ekstraktu probki
(4.1.1.) 1 zarejestrowa¢ chromatogram. Porownac otrzymane chromatogramy. Jesli
na chromatogramie ekstraktu probki (4.1.1.) nie wystepuje pik majacy w
przyblizeniu ten sam czas retencji jak kwas 2-metoksybenzoesowy (polecany jako
wzorzec wewngtrzny), wprowadzi¢ strzykawka do chromatografu cieczowego 10 pl
ekstraktu probki z dodanym wzorcem wewnetrznym (4.1.2.) 1 zarejestrowad
chromatogram.
Jesli na chromatogramie ekstraktu probki (4. 1. 1.) obserwuje si¢ pik przeszkadzajacy
o takim samym czasie retencji jak kwas 2-metoksybenzoesowy, nalezy wybra¢ inny
odpowiedni wzorzec wewnetrzny. (Jesli jeden z badanych srodkéw konserwujacych
nie wystepuje na chromatogramie, to srodek ten moze by¢ uzywany jako wzorzec
wewnetrzny).
Upewni¢ si¢, czy chromatogramy otrzymane dla roztworu wzorca wewngtrznego
1 roztworu probki odpowiadaja nastgpujacym wymaganiom:
—  rozdziat pikow w najgorszej rozdzielonej parze wynosi najmniej 0,90 (definicje
rozdziatu pikéw przedstawiono na rysunku 1);

o

e

Rys. 1. Rozdziat pikéw

jesli nie uzyskano wymaganego rozdziatu pikow, powinno si¢ zastosowac
kolumng¢ o wigkszej zdolnosci rozdzielczej lub poprawié¢ sktad fazy ruchome;j,
az do spelnienia wymagan,

—  wspotezynnik asymetrii As wszystkich otrzymanych pikow znajduje si¢ w
zakresie miedzy 0,9 1 1,5 (definicje wspdlczynnikdw asymetrii  piku
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przedstawiono na rysunku 2); do zarejestrowania chromatogramu w celu
oznaczenia wspotczynnika asymetrii polecana jest szybko$¢ przesuwu papieru
W rejestratorze, co najmniej 2 cm/minute,

Rys. 2. Wspotczynnik asymetrii piku
—  otrzymuje si¢ stata lini¢ bazowa.
Obliczenie
Do obliczenia st¢zenia kwasowych srodkow konserwujacych w roztworze probki
nalezy stosowac stosunki wysokosci pikow badanych srodkéw konserwujacych do
wysokosci piku kwasu 2-metoksybenzoesowego (wzorzec wewnetrzny) i krzywa
WZOrcowa.
Zawarto$¢ w probce kwasu benzoesowego, kwasu 4-hydroksybenzoesowego, kwasu
sorbowego lub kwasu salicylowego obliczy¢ w procentach masowych (X;), stosujac
wzOr:

100-20-b b
10°-a 500-a

X; %(m/m) =

w ktorym:

a — masa w gramach prdbki pobranej do analizy (4.1.2.),

b — stezenie srodka konserwujacego (ng/ml) w ekstrakcie probki (4.1.2.) otrzymane
z krzywej wzorcowe;.

Powtarzalnos$¢ (ISO 5725)

Dla zawartosci kwasu 4-hydroksybenzoesowego 0,40 % rdznica migdzy wynikami
dwoéch réwnoleglych oznaczen wykonanych dla tej samej probki nie powinna
przekracza¢ absolutnej wartosci 0,035 %.

Dla zawartosci kwasu benzoesowego 0,50 % roznica miedzy wynikami dwoch
rownolegtych oznaczen wykonanych dla tej samej probki nie powinna przekraczad
absolutnej wartosci 0,050 %.

Dla zawartosci kwasu salicylowego 0,50 % rdéznica migdzy wynikami dwdch
rownolegtych oznaczen wykonanych dla tej samej probki nie powinna przekraczad
absolutnej wartosci 0,045 %.

Dla zawartosci kwasu sorbowego 0,60 % rdznica miedzy wynikami dwoch
rownolegtych oznaczen wykonanych dla tej samej probki nie powinna przekraczad
absolutnej wartosci 0,035 %.

Uwagi

Wyniki testu odchylen wykonane dla tej metody wykazaty, ze ilos¢ kwasu
siarkowego (VI) dodanego do ekstraktu kwasow z probki jest krytyczna oraz
ustalone ograniczone ilosci probki powinny by¢ utrzymane w zalecanych granicach.
Jesli potrzeba, mozna stosowa¢ odpowiednia kolumne zabezpieczajaca.

Poz. 2106
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C. Oznaczanie kwasu propionowego

1. Cel 1 zakres
Metoda jest odpowiednia do oznaczania kwasu propionowego o maksymalnym
stezeniu 2 % (m/m) w produktach kosmetycznych.

2. Definicja
Stezenie kwasu propionowego okreslone ta metoda jest wyrazone w procentach
masowych (% m/m) wyrobu.

3. Zasada
Po ekstrakcji kwasu propionowego z wyrobu oznaczenie przeprowadza si¢ metoda
chromatografii gazowej z uzyciem kwasu 2-metylopropionowego jako wzorca
wewnetrznego.

4. Odczynniki
Wszystkie odczynniki musza by¢ czystosci analitycznej; musi by¢ uzywana woda
destylowana lub woda o rownowaznej jakosci.

4.1. Alkohol etylowy 96 % (v/v)

4.2. Kwas propionowy

4.3. Kwas 2-metylopropionowy

4.4. Kwas ortofosforowy (V), 10 % (m/v)

4.5. Roztwor kwasu propionowego
Odwazy¢ doktadnie okoto 1,00 g (p gramdéw) kwasu propionowego w 50 ml kolbie
miarowej i uzupetnic objetos¢ alkoholem etylowym (4.1.)

4.6. Roztwér wzorca wewnetrznego
Odwazy¢ doktadnie okoto 1,00 g (e gramow) kwasu 2-metylopropionowego w 50 ml
kolbie miarowej i uzupetic objetos¢ alkoholem etylowym (4.1.).

5. Aparatura

S5.1. Zwykty sprzet laboratoryjny

5.2. Chromatograf gazowy z detektorem ptomieniowo-jonizacyjnym

5.3. Szklana probowka (20 x 150 mm) z korkiem gwintowanym

5.4. LaZnia wodna o temperaturze 60 °C

5.5. 10 ml szklana strzykawka z membrang filtracyjna o $rednicy poréw 0,45 pm.
6. Procedura

6.1 Przygotowanie probki

6.1.1.  Przygotowanie probki bez wzorca wewnetrznego

W szklanej probéwce (5.3.) odwazy¢ okoto 1 g prébki. Doda¢ 0,5 ml kwasu
fosforowego (V) (4.4.) 1 9,5 ml alkoholu etylowego (4.1.).

Zamkna¢ probowke i energicznie wytrzasnaé. Jesli to konieczne, w celu catkowitego
rozpuszczenia fazy lipidowej, umiesci¢ probowke w tazni wodnej ogrzewanej do
60 °C (5.4.) na pig¢ minut. Schtodzi¢ szybko pod strumieniem biezacej wody.
Przesaczyé cze$¢ roztworu przez filtr membranowy (5.5.). Zanalizowaé
chromatograficznie przesacz w ciagu tego samego dnia.

6.1.2.  Przygotowanie probki z wzorcem wewngtrznym

Odwazy¢ z doktadnoscia do trzeciego miejsca po przecinku 1+0,1 g (a gramdw)
probki do szklanej probowki (5.3.). Doda¢ 0,5 ml kwasu ortofosforowego (V) (4.4.),
0,50 ml roztworu wzorca wewnetrznego (4.6.) 1 9 ml alkoholu etylowego (4.1.).
Zamkna¢ probowke 1 energicznie wytrzasnaé. Jesli to konieczne, w celu
rozpuszczenia fazy lipidowej, umiesci¢ rurke w tazni wodnej ogrzewanej do 60 °C
(5.4.) na pig¢ minut. Schiodzi¢ szybko pod strumieniem biezacej wody. Przesaczy¢
cze$¢ roztworu przez filtr membranowy (5.5.). Zanalizowa¢ chromatograficznie
przesacz tego samego dnia.
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6.2. Warunki chromatografii gazowej
Poleca si¢ nastepujace warunki operacyjne.
Kolumna:
Typ stal kwasoodporna
Dtugosé 2m
Srednica 1/8"
Wypehienie 10 % SP™ 1000 (lub réwnowazne) + 1 % H3;PO4 na
Chromosorbie WAW 100 do 120 mesh.
Temperatury:
Dozownik 200 °C
Kolumna 120 °C
Detektor 200 °C
Gaz nosny azot

Szybkos¢ przeptywu 2,5 ml/min.

6.3. Analiza chromatograficzna
6.3.1. Krzywa wzorcowa

Przenies¢ pipeta odpowiednio: 0,25; 0,50; 1,00; 2,00 i 4,00 ml roztworu kwasu
propionowego (4.5.) do serii 20 ml kolb miarowych. Do wszystkich kolb miarowych
przenies¢ pipeta po 1,00 ml roztworu wzorca wewngtrznego (4.6.), uzupehnidé
objetos¢ alkoholem etylowym (4.1.) i wymieszaé. Roztwory przygotowane w ten
sposob zawierajq e mg/ml kwasu 2-metylopropionowego jako wzorca wewngtrznego
(co oznacza | mg/ml, jesli e=1000) 1 p/4; p/2; p; 2p; 4 p mg/ml kwasu propionowego
(co oznacza: 0,25; 0,50; 1,00; 2,00; 4,00 mg/ml, jesli p=1000).

Wprowadzi¢ po | pl wszystkich tych roztworéw 1 sporzadzi¢ krzywa wzorcowa
przez wykreslenie stosunku mas kwas propionowy/kwas metylopropionowy na osi
odcigtych 1 stosunku odpowiednich powierzchni pikow na osi rzednych. Trzykrotnie
wprowadzi¢ na kolumng kolejno wszystkie roztwory i1 obliczy¢ sredni stosunek pikdw.

6.3.2.  Oznaczenie

Wprowadzi¢ strzykawka 1 pl przesaczu probki 6.1.1. Porownaé¢ chromatogram
z chromatogramem jednego z roztwordw mianowanych (6.3.1.). Jesli pik ma
w przyblizeniu ten sam czas retencji jak kwas 2-metylopropionowy, nalezy zmieni¢
wzorzec wewngtrzny. Jesli nie obserwuje si¢ zadnego nakladania si¢ pikow,
wprowadzi¢ 1 ul przesaczu probki 6.1.2. i zmierzy¢ powierzchnie piku kwasu
propionowego 1 piku wzorca wewnetrznego. Trzykrotnie wprowadzi¢ na kolumng
kolejno wszystkie roztwory i obliczy¢ $redni stosunek pikow.

7. Obliczenia

7.1. Z krzywej wzorcowej otrzymanej w pkt 6.3.1. wyznaczy¢ stosunek mas (K)
odpowiadajacy stosunkowi powierzchni pikdw obliczonej w pkt 6.3.2.

7.2. Z tak wyznaczonego stosunku mas obliczy¢ zawartos¢ kwasu propionowego

w probee (x) jako procent masowy, stosujac wzor:

0,5-100-e:Ke

x%(m/m)=K
50-a a

w ktorym:

K — stosunek obliczony w pkt 7.1.,

e —masa w gramach wzorca wewnetrznego odwazona w pkt 4.6.,
a —masa w gramach prébki odwazonej w pkt 6.1.2.

Zaokragli¢ wyniki do jednego miejsca po przecinku.
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8. Powtarzalno$¢ (ISO 5725)
Dla zawartosci kwasu propionowego 2 % (m/m) rdznica migdzy wynikami dwoch

rownolegtych oznaczen wykonanych dla tej samej probki nie powinna przekraczad
0,12 %.

Identyfikowanie i oznaczenie hydrochinonu, eteru
monometylowego hydrochinonu, eteru monoetylowego
hydrochinonu i eteru monobenzylowego hydrochinonu

w produktach kosmetycznych

A. Identyfikowanie

1. Cel i zakres
Metoda  opisuje  wykrywanie 1 identyfikowanie  hydrochinonu, eteru
monometylowego hydrochinonu, eteru monoetylowego hydrochinonu i eteru
monobenzylowego hydrochinonu.

2. Zasada
Hydrochinon i jego etery identyfikuje si¢ metoda chromatografii cienkowarstwowe;j
(TLC).

3. Odczynniki

Wszystkie odczynniki musza by¢ czysto$ci analityczne;.

3.1. Alkohol etylowy, 96 % (v/v)

3.2. Chloroform

3.3. Eter dietylowy

3.4. Rozpuszczalnik rozwijajacy: chloroform/eter dietylowy 66:33 (v/v)

3.5. Amoniak, 25 % (m/m), d;’ = 0,91 g/ml

3.6. Kwas askorbinowy

3.7. Hydrochinon

3.8. Eter monometylowy hydrochinonu

3.9. Eter monoetylowy hydrochinonu

3.10. Eter monobenzylowy hydrochinonu

3.11.  Roztwory odniesienia
Ponizsze roztwory odniesienia powinny by¢ swiezo przygotowane i sg trwate jeden
dzien.

3.11.1. Odwazy¢ 0,05 g hydrochinonu (3.7.) w 10 ml kalibrowanej probowce. Dodad
0,250 g kwasu askorbinowego (3.6.) i 5 ml alkoholu etylowego (3.1.). Dodawa¢
amoniak (3.5.) do uzyskania pH 10 i uzupetni¢ objetos¢ do 10 ml alkoholem
etylowym (3. 1.).

3.11.2.  Odwazy¢ 0,05 g eteru monometylowego hydrochinonu (3.9.) w 10 ml kalibrowanej
probéwcee. Dodaé¢ 0,250 g kwasu askorbinowego (3.6.) i 5 ml alkoholu etylowego
(3.1.). Dodawa¢ amoniak (3.5.) do uzyskania pH 10 i uzupeic¢ objetos¢ do 10 ml
alkoholem etylowym (3.1.).

3.11.3. Odwazy¢ 0,05 g eteru monoetylowego hydrochinonu (3.8.) w 10 ml kalibrowanej
probéwcee. Dodaé¢ 0,250 g kwasu askorbinowego (3.6.) i 5 ml alkoholu etylowego
(3.1.). Dodawa¢ amoniak (3.5.) do uzyskania pH 10 i uzupeic¢ objetos¢ do 10 ml
alkoholem etylowym (3.1.).

3.11.4. Odwazy¢ 0,05 g eteru monobenzylowego hydrochinonu (3.10.) w 10 ml
kalibrowanej probowce. Doda¢ 0,250 g kwasu askorbinowego (3.6.) i 5 ml alkoholu
etylowego (3.1.). Dodawa¢ amoniak (3.5.) do uzyskania pH 10 i uzupetni¢ objgtosé
do 10 ml alkoholem etylowym (3.1.).
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3.12. Azotan (V) srebra

3.13. Kwas dodekamolibdenianofosforowy

3.14. Heksahydrat heksacyjanozelazianu (I1I) potasu

3.15.  Heksahydrat chlorku zelaza (III)

3.16. Odczynniki wywotujace

3.16.1. Do 5 % (m/v) wodnego roztworu azotanu (V) srebra (3.12.) dodawaé¢ amoniak
(3.5.), az powstajacy osad si¢ rozpusci.
Ostrzezenie:
Roztwor staje si¢ nietrwaty, grozi wybuchem przy przechowywaniu i powinien by¢
odrzucony po uzyciu.

3.16.2. 10 % (m/v) roztwdr kwasu dodekamolibdenianofosforowego (3.13.) w alkoholu
etylowym (3.1.).

3.16.3. Przygotowac 1 % (m/v) wodny roztwor heksacyjanozelazianu (III) potasu (3.14.)
12 % (m/v) wodny roztwor chlorku zelaza (III) (3.15.). Wymiesza¢ rdwne czgsci
obu roztworow bezposrednio przed uzyciem.

4. Aparatura
Zwykty sprzet laboratoryjny
4.1. Typowy sprzet do chromatografii cienkowarstwowej (TLC)

4.2. Ptytki TLC, przygotowane fabrycznie: zel krzemionkowy GHR/UVs4; 20 x 20 cm
(Machery, Nagel, lub r6wnowazne). Grubos¢ warstwy 0,25 mm

43. Laznia ultradzwickowa

4.4. Wiréwka

4.5. Lampa UV, dtugos¢ fali 254 nm

5. Procedura

5.1. Przygotowanie probki
Odwazy¢ 3,0 g probki w 10 ml kalibrowanej probowce. Doda¢ 0,250 g kwasu
askorbinowego (3.6.) i 5 ml alkoholu etylowego (3.1.). Doprowadzi¢ odczyn
roztworu do pH 10, dodajac amoniak (3.5.). Uzupetni¢ objetos¢ do 10 ml alkoholem
etylowym (3.1.). Zamkna¢ probowke korkiem i homogenizowaé roztwor w tazni
ultradzwigkowej w ciagu 10 minut. Przesaczy¢ przez bibule filtracyjng lub odwirowac
przy 3 000 obrotach/minutg.

5.2. TLC

5.2.1.  Wysyci¢ komorg chromatograficzng rozpuszczalnikiem rozwijajacym (3.4.).

5.2.2. Nanies$¢ na ptytke po 2 pl roztworéw odniesienia (3.11.) 1 2 pl roztworu prébki
(5.1.). Chromatogram rozwija¢ w ciemnosci w temperaturze otoczenia az do
osiagnigcia przez czoto rozpuszczalnika wysokosci 15 ¢cm od linii poczatkowe;.

5.2.3. Wyjaé ptytke i wysuszy¢ w temperaturze pokojowe;.

5.3. Wykrywanie

53.1.  Obserwowac ptytke w $wietle UV przy 254 nm i zaznaczy¢ potozenie plam.

5.3.2.  Spryskac ptytke:

—  odczynnikiem azotanu (V) srebra (3.16.1.) lub

— odczynnikiem kwasu dodekamolibdenianofosforowego (V) (3.16.2.), ogrzewac
do okoto 120 °C, lub

—  roztworem heksacyjanozelazianu (III) potasu i roztworu chlorku zelaza (I1I)
(3.16.3.).
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6. Identyfikowanie

Obliczy¢ warto$¢ Ry dla wszystkich plam.

Poréwna¢ plamy otrzymane dla roztworu prébki z plamami otrzymanymi dla
roztwordw odniesienia pod wzgledem ich wartosci Ry, kolorow plam w swietle UV
1 koloréw plam po ich wywotaniu odczynnikiem do spryskiwania. Wykona¢ analize
metoda HPLC opisang w nastgpnej czgsci B i poréwnaé czasy retencji otrzymane
dla piku (pikéw) probki z czasami dla pikdéw roztwordw odniesienia. Wykorzystac
wyniki z analizy metodqa TLC i HPLC w celu zidentyfikowania obecnosci
hydrochinonu i/lub jego eterow.

7. Uwagi
W opisanych warunkach otrzymano nastgpujace wartosci Rg:
hydrochinon 0,32
eter monometylowy hydrochinonu 0,53
eter monoetylowy hydrochinonu 0,55
eter monobenzylowy hydrochinonu 0,58.

B. Oznaczanie

1. Cel i zakres
Przedstawiono  szczegotowo  procedur¢ oznaczania hydrochinonu, eteru
monometylowego hydrochinonu, eteru monoetylowego hydrochinonu 1 eteru
monobenzylowego hydrochinonu w produktach kosmetycznych do rozjasniania
skory.

2. Zasada
Probke ekstrahuje si¢ mieszaning woda/metanol podczas tagodnego ogrzewania w
celu stopienia wszystkich ciektych materiatow. Oznaczanie analizowanych
substancji w powstatym roztworze wykonuje si¢ metoda chromatografii cieczowej z
zastosowaniem fazy odwrdconej z detekcjaq w zakresie promieniowania UV.

3. Odczynniki

3.1 Wszystkie odczynniki powinny by¢ jakosci analitycznej. Stosowana woda musi by¢
wodg destylowana lub woda o co najmniej rGwnowaznej czystosci.

3.2 Metanol

3.3. Hydrochinon

3.4. Eter monometylowy hydrochinonu

3.5. Eter monoetylowy hydrochinonu

3.6. Eter monobenzylowy hydrochinonu (monobenzon)

3.7. Tetrahydrofuran o jakosci odpowiedniej dla HPLC

3.8. Mieszanina woda/metanol 1:1 (v/v). Zmiesza¢ jedna objetos¢ wody z jednag
objetoscia metanolu (3.2.)

3.9. Faza ruchoma: mieszanina tetrahydrofuran/woda 45:55 (v/v). Zmiesza¢ 45 objetosci
tetrahydrofuranu (3.7.) 1 55 objetosci wody

3.10. Roztwor odniesienia

Odwazy¢ 0,06 g hydrochinonu (3.3.), 0,08 g eteru monometylowego hydrochinonu
(3.4.), 0,10 g eteru monoetylowego hydrochinonu (3.5.) i 0,12 g eteru
monobenzylowego hydrochinonu (3.6.) w 50 ml kolbie miarowej. Rozpusci¢
i uzupethi¢ objetos¢ metanolem (3.2.). Przygotowaé roztwor odniesienia przez
rozcienczenie 10,00 ml tego roztworu do 50 ml mieszaning woda/metanol (3.8.).
Roztwory te musza by¢ §wiezo przygotowane.

4. Aparatura
Zwykty sprzet laboratoryjny:
4.1. Laznia wodna, z mozliwos$cia utrzymania temperatury 60 °C
4.2. Wysokosprawny chromatograf cieczowy z detektorem UV o zmiennej dtugosci fali

110 pl petla do wprowadzania prébki
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4.3. Kolumna analityczna
Kolumna ze stali kwasoodpornej, dlugo$¢ 250 mm, $rednica wewngtrzna 4,6 mm z
wypetnieniem fenylowym Zorbax (chemicznie zwigzany fenyloetylosilan osadzony
na nosniku Zorbax SIL, zakonczony trimetylochlorosilanem), rozmiar czasteczek 6 pm,
lub rownowaznym. Nie nalezy uzywac kolumny zabezpieczajacej (ochronnej),
z wyjatkiem ochrony fenylowej lub rownowazne;j

4.4. Krazki bibuty filtracyjnej o srednicy 90 mm (Schleicher i Schuli, Weissband nr 5892
lub rownowazna).

5. Procedura

5.1. Przygotowanie probki

Odwazy¢ z doktadnoscia do trzeciego miejsca 1 = 0,1 g (a gramdw) probki w 50 ml
kolbie miarowej. Dyspergowaé probke w 25 ml mieszaniny woda/metanol (3.8.).
Zamknaé¢ kolbe 1 wytrzasa¢ energicznie do uzyskania jednorodnej zawiesiny.
Wytrzasa¢ przez co najmniej jedng minute. W celu poprawienia ekstrakcji umiescic¢
kolbe¢ w tazni wodnej (4.1.) utrzymywanej w temperaturze 60 °C. Schiodzi¢ kolbe
1 uzupehic¢ objgtos¢ mieszaning woda/metanol (3.8.). Przesaczy¢ ekstrakt, uzywajac
krazkow bibuty filtracyjnej (4.4.). Wykona¢ oznaczenie metoda HPLC w ciagu
24 godzin od przygotowania ekstraktu.

5.2. Wysokosprawna chromatografia cieczowa

5.2.1.  Uregulowa¢ szybko$¢ przeptywu fazy ruchomej (3.9.) na 1,0 ml/min i nastawic
dhugos¢ fali detektora na 295 nm.

5.2.2. Wprowadzi¢ strzykawka 10 pl roztworu probki otrzymanego, jak opisano
w pkt 5.1, 1 zarejestrowal chromatogram. Zmierzy¢ powierzchnie pikow.
Przeprowadzi¢ kalibrowanie wedtug opisu w ppkt 5.2.3. Poro6wna¢ chromatogramy
otrzymane dla roztworéw probki i roztworu mianowanego. Powierzchnie pikow
1 wspdtczynniki kalibracyjne Ry obliczone w ppkt 5.2.3. zastosowaé do obliczenia
stezen analizowanych substancji w roztworze probki.

5.2.3. Krzywa wzorcowa
Wprowadzi¢ strzykawka 10 pl roztworu odniesienia (3.10.) 1 zarejestrowaé
chromatogram. Wprowadza¢ probke kilkakrotnie az do otrzymania statej
powierzchni piku.

Oznaczy¢ wspdtezynnik kalibracji RF;:

RF, = 2t
C.

w ktorym:

pi — powierzchnia piku dla hydrochinonu, eteru monometylowego hydrochinonu, eteru
monoetylowego hydrochinonu lub eteru monobenzylowego hydrochinonu,

ci —stezenie (g/50 ml) w roztworze odniesienia (3.10.) hydrochinonu, eteru
monometylowego hydrochinonu, eteru monoetylowego hydrochinonu lub eteru
monobenzylowego hydrochinonu.

Nalezy upewni¢ si¢, czy chromatogramy otrzymane dla roztworu mianowanego

i roztworu probki odpowiadaja nast¢pujagcym wymaganiom:

— rozdziat pikow w najgorzej rozdzielonej parze powinien wynosi¢ co najmniej
0,90 (definicje rozdziatu pikdéw przedstawiono na rysunku 1);
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Rys. 1. Rozdziat pikoéw

jesli nie uzyskano wymaganego rozdziatu pikéw, nalezy zastosowaé kolumng
o wigkszej rozdzielczosci lub poprawiaé sktad fazy ruchomej az do speknienia
wymagan,

— wspoélczynnik asymetrii Ag, wszystkich otrzymanych pikow powinien znajdowac
si¢ w zakresie od 0,9 do 1,5 (definicj¢ wspdtczynnika asymetrii pikow
przedstawiono na rysunku 2); do zarejestrowania chromatogramu w celu
oznaczenia wspotczynnika asymetrii polecana jest szybkos¢ przesuwu papieru co
najmniej 2 cm/min,

A

|

|

1

’, j T~__ Ah/10
i T v

Rys. 2. Wspoétczynnik asymetrii piku

— otrzymuje si¢ stata lini¢ podstawowa.

Obliczenie

Powierzchnie pikdw oznaczanych substancji stosuje si¢ do obliczenia stgzenia
(stezen) tej (tych) substancji w probce. Obliczy¢ stezenie analizowanej substancji
w probce w procentach masowych (x;), stosujac wzor:

b, -100

X; %(m/m) =

i

w ktorym:

a — masa analizowanej probki w gramach,

b; — powierzchnia piku substancji analizowane;j ,,i” w prdébce.

Powtarzalnos$¢ (ISO 5725)

Dla zawartosci hydrochinonu 2,0 % réznica migdzy wynikami dwdch réwnolegtych
oznaczen wykonanych dla tej samej probki nie powinna przekraczaé¢ absolutnej
wartosci 0,13 %.

Poz. 2106
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7.2. Dla zawartosci eteru monometylowego hydrochinonu 1,0 % réznica migdzy
wynikami dwoch rownolegtych oznaczen wykonanych dla tej samej probki nie
powinna przekracza¢ absolutnej wartosci 0,1 %.

7.3. Dla zawartosci eteru monoetylowego hydrochinonu 1,0 % roznica miedzy wynikami
dwodch réwnoleglych oznaczen wykonanych dla tej samej prébki nie powinna
przekracza¢ absolutnej wartosci 0,11 %.

7.4. Dla zawartos$ci eteru monobenzylowego hydrochinonu 1,0 % roznica migdzy
wynikami dwoch rownolegtych oznaczen wykonanych dla tej samej probki nie
powinna przekracza¢ absolutnej wartosci 0,11 %.

8. Odtwarzalnos$¢ (ISO 5725)

8.1 Dla zawartosci hydrochinonu 2,0 % rdéznica miedzy wynikami dwoch oznaczen
wykonanych dla tej samej probki w réznych warunkach (inne laboratoria, inni
wykonawcy, inna aparatura i/lub inny czas) nie powinna przekraczaé¢ absolutne]
wartosci 0,37 %.

8.2. Dla zawarto$ci eteru monometylowego hydrochinonu 1,0 % roznica migdzy
wynikami dwdch oznaczen wykonanych dla tej samej probki w roznych warunkach
(inne laboratoria, inni wykonawcy, inna aparatura i/lub inny czas) nie powinna
przekracza¢ absolutnej wartosci 0,21 %.

8.3. Dla zawartos$ci eteru monoetylowego hydrochinonu 1,0 % réznica migdzy wynikami
dwobch oznaczen wykonanych dla tej samej probki w réznych warunkach (inne
laboratoria, inni wykonawcy, inna aparatura i/lub inny czas) nie powinna
przekraczaé¢ absolutnej wartosci 0,19 %.

8.4. Dla zawartos$ci eteru monobenzylowego hydrochinonu 1,0 % roznica migdzy
wynikami dwoch oznaczen wykonanych dla tej samej probki w réznych warunkach
(inne laboratoria, inni wykonawcy, inna aparatura i/lub inny czas) nie powinna
przekracza¢ absolutnej wartosci 0,11 %.

0. Uwagi

9.1. Jesli stwierdzono zawarto$¢ hydrochinonu znacznie ponad 2 %, a wymagana jest
doktadna ocena zawartosci, ekstrakt probki (5.1.) powinno si¢ rozcienczy¢ do
stezenia podobnego do tego, jakie mozna by otrzymac z probki zawierajacej 2 %
hydrochinonu, i powtdérzy¢ oznaczenie. (Dla wysokich stezen hydrochinonu,
w niektorych przyrzadach absorbancja moze znalez¢ si¢ poza liniowym zakresem
wskazan detektora.)

9.2. Zaklocenia

Opisana powyzej metoda pozwala na oznaczenie hydrochinonu i jego eteréw w
jednym izokratycznym przebiegu. Zastosowanie kolumny fenylowej zapewnia
wystarczajaca zdolno$¢ zatrzymywania hydrochinonu, czego nie mozna
zagwarantowac przy zastosowaniu kolumny C 18 z uzyciem podanej fazy ruchome;.
Jednakze, metoda ta jest podatna na zakldcenia przez szereg parabenow (estrow
kwasu 4-hydroksybenzoesowego). W takich przypadkach nalezy powtdrzy¢
oznaczenie z réznymi ukladami faza ruchoma/faza stacjonarna. Odpowiednie
metody mozna znalez¢ w publikacjach: M. Herpol-Boiremans, M.O. Masse,
Identification et dosage de 1'hydroquinone et de ses ethers methylique et benzylique
dans les produits cosinetiques pour blanchir la peau. Int. J. Cosmet. Sci. 8-203-214
(1986), J.Frith and I.Rix, Determinationof hydroquinone in skin toning creams,
Analyst (1986), 111, p.129.
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Kolumna: Zorbax ODS, 4,6 mm x 25 mm lub rownowazna,
temperatura: 36 °C,
szybkos$¢ przeptywu:1,5 ml/min
faza ruchoma:
dla hydrochinonu: metanol/woda 5/95 (v/v)
dla eteru monometylowego hydrochinonu: metanol/woda 30/70 (v/v)
dla eteru monobenzylowego hydrochinonu: metanol/woda 80/20 (v/v),
Kolumna: Spherisorb S5-ODS lub réwnowazna,
faza ruchoma: woda/metanol 90/10 (v/v),
szybkos$¢ przeptywu: 1,5 ml/min.
Te warunki sa odpowiednie réwniez dla hydrochinonu (J.Frith and I.Rix,
Determination of hydroquinone in skin toning creams, Analyst (1986), 111, p.129.).
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Identyfikowanie i oznaczanie 2-fenoksyetanolu,
1-fenoksypropan-2-olu, 4-hydroksybenzoesanéw metylu,
etylu, propylu, butylu i benzylu w produktach
kosmetycznych

A. Identyfikowanie
1. Przedmiot i zakres stosowania
W metodzie okresla si¢ procedure TLC, ktéra w polaczeniu z metoda oznaczania
opisang w dziale B pozwala na identyfikowanie 2-fenoksyetanolu, I-feno-
ksypropan-2-olu, 4-hydroksybenzoesanu metylu, 4-hydroksybenzoesanu etylu,
4-hydroksybenzoesanu propylu, 4-hydroksybenzoesanu butylu i 4-hydroksy-
benzoesanu benzylu w produktach kosmetycznych.

2. Zasada

Srodki konserwujace ekstrahuje si¢ acetonem z zakwaszonej probki kosmetyku.
Po przesaczeniu roztwdr acetonowy miesza si¢ z wodgq i w Srodowisku
alkalicznym kwasy tluszczowe zostaja stracone w postaci soli wapnia.
Alkaliczng mieszaning aceton/woda ekstrahuje si¢ eterem dietylowym w celu
usunigcia substancji lipofilowych. Po zakwaszeniu $rodki konserwujace
ekstrahuje si¢ eterem dietylowym. Probke ekstraktu w eterze dietylowym nanosi
si¢ na ptytke do chromatografii cienkowarstwowej pokryta zelem
krzemionkowym. Po rozwinigciu chromatogram otrzymany na ptytce obserwuje
si¢ w $wietle UV 1 wywoluje, uzywajac odczynnika Millona.

3. Odczynniki

3.1. Ogdlne
Wszystkie uzywane odczynniki powinny by¢ czystos$ci analitycznej. Woda
powinna by¢ woda destylowana lub wodg o co najmniej rownej czystosci.

3.2.  Aceton

3.3.  Eter dietylowy

3.4. n-Pentan

3.5. Metanol

3.6. Kwas octowy lodowaty

3.7.  Kwas chlorowodorowy, roztwor ¢(HCl) = 4 mol/l

3.8.  Wodorotlenek potasu, roztwor ¢(KOH) = 4 mol/l

3.9.  Dihydrat chlorku wapnia (CaCl, x 2 H,O)

3.10. Odczynnik wywolujacy: odczynnik Millona
Odczynnik Millona [azotan rteci (II)] to fabrycznie przygotowany roztwor,
dostepny w handlu (Fluka 69820).

3.11. 2-fenoksyetanol

3.12. l-fenoksypropan-2-ol

3.13. 4-hydroksybenzoesan metylu (metyloparaben)

3.14. 4-hydroksybenzoesan etylu (etyloparaben)

3.15. 4-hydroksybenzoesan n-propylu (propyloparaben)

3.16. 4-hydroksybenzoesan n-butylu (butyloparaben)

3.17. 4-hydroksybenzoesan benzylu (benzyloparaben)

3.18. Roztwory odniesienia
Przygotowac 0,1 % (m/v) roztwory wszystkich substancji odniesienia 3.11.-3.17.
w metanolu.

3.19. Rozpuszczalnik rozwijajacy
Zmiesza¢ 88 objetosci n-pentanu (3.4.) z 12 objetosciami kwasu octowego
lodowatego (3.6.).
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4.

4.1.
4.2.
4.3.
4.4.

4.5.
4.6.
4.7.

4.8.
4.9.

5.2.

Aparatura
Standardowe wyposazenie laboratoryjne:

Laznia wodna, z mozliwos$cia utrzymania temperatury 60 °C.

Komora chromatograficzna (niewytozona bibulg filtracyjna).

Zrédto $wiatha ultrafioletowego, 254 nm.

Ptytki do chromatografii cienkowarstwowej, 20 cm x 20 cm, pokryte fabrycznie
0,25 mm warstwa zelu krzemionkowego 60 Fyss ze strefa nanoszenia (Merck
nr 11798 lub rownowazne).

Suszarka z mozliwoS$cig utrzymania temperatury 105 °C.

Suszarka do suszenia wltosOw goracym powietrzem.

Wehiany watek do malowania, dtugo$¢ okoto 10 cm, Srednica zewnetrzna okoto
3,5 cm. Grubo$¢ welnianej warstwy powinna wynosi¢ 2-3 mm. Jezeli
konieczne, nalezy przycia¢ wetniang warstwe (patrz uwaga 5.2.).

50 ml szklana proboéwka z gwintowanym korkiem.

Ptytka ogrzewana elektrycznie z termostatyczng kontrola temperatury.
Nastawienie temperatury okoto 80 °C. W celu uzyskania réwnomiernego
rozprowadzania ciepta, ptytke grzejng nalezy przykry¢ ptytka aluminiowa
o wymiarach 20 cm x 20 cm i1 grubosci 6 mm.

Procedura

Przygotowanie probki.

Odwazy¢ okoto 1 g probki w 50 ml szklanej probéwce z gwintowanym korkiem
(4.8.). Doda¢ cztery krople roztworu kwasu chlorowodorowego (3.7.) i 40 ml
acetonu.

Do produktow kosmetycznych silnie alkalicznych, takich jak mydto toaletowe,
doda¢ 20 kropli roztworu kwasu chlorowodorowego. Zamkna¢ probdéwke, dla
utatwienia ekstrakcji srodkow konserwujacych do fazy acetonowej tagodnie
ogrzewa¢ mieszaning do okoto 60 °C 1 wytrzasa¢ energicznie przez jedng
minutg.

Zmierzy¢ pH roztworu papierkiem wskaznikowym 1 doprowadzi¢ kwasem
chlorowodorowym do pH < 3. Ponownie wytrzasa¢ energicznie przez jedna
minute.

Schtodzi¢ roztwér do temperatury pokojowej i1 przesaczy¢ przez bibulg
filtracyjng do kolby stozkowej. Przenies¢ 20 ml przesaczu do 200 ml kolby
stozkowej, doda¢ 60 ml wody i wymiesza¢. Doprowadzi¢ odczyn mieszaniny do
pH 10, dodajac wodorotlenek potasu (3.8.), uzywajac papierka wskaznikowego.
Doda¢ | g dihydratu chlorku wapnia (3.9.) i wytrzasa¢ energicznie. Przesaczy¢
roztwor przez bibute filtracyjna do 250 ml rozdzielacza zawierajacego
75 ml eteru dietylowego 1 wytrzasa¢ energicznie przez jedng minute.

Pozostawi¢ warstwy do rozdzielenia i zebra¢ warstwe¢ wodng w 200 ml kolbie
stozkowej. Doprowadzi¢ odczyn roztworu do pH okoto 2, dodajac roztwor
kwasu chlorowodorowego, uzywajac papierka wskaznikowego. Nastgpnie dodac
10 ml eteru dietylowego i wytrzasa¢ energicznie przez jedng minutg. Pozostawid
do rozdzielenia warstw 1 przenies¢ okoto 2 ml warstwy eteru dietylowego
do 5 ml fiolki na prébke.

Chromatografia cienkowarstwowa (TLC).

Umiesci¢ plytke do chromatografii cienkowarstwowej (ppkt 4.4.) na ogrzewanej
ptytce aluminiowej (4.9.). Nanies¢ po 10 pl kolejno wszystkich roztwordw
odniesienia (3.18.) i 100 pl roztworu (roztworow) probki (probek) (5.1.) na lini¢
startu w strefie nanoszenia na ptytce do chromatografii cienkowarstwowe;.
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7.2.

7.3.

Jezeli jest to pozadane, mozna uzy¢ strumienia powietrza dla utatwienia
odparowania rozpuszczalnika. Zdja¢ ptytke TLC =z ogrzewanej plytki
1 pozostawi¢ do schlodzenia do temperatury pokojowej. Przenies¢ 100 ml
rozpuszczalnika rozwijajacego (3.19.) do komory chromatograficznej (4.2.).
Niezwltocznie umiesci¢ plytkg TLC w nienasyconej komorze i1 rozwijaé
w temperaturze pokojowej do chwili, gdy czoto rozpuszczalnika osiagnie
odlegtos¢ okoto 15 cm od linii bazowe;.

Wyja¢ plytke z komory chromatograficznej i wysuszy¢ w strumieniu goracego
powietrza za pomocg suszarki do wlosow z goragcym powietrzem.

Zbadac¢ ptytke w swietle UV (4.3.) i zaznaczy¢ polozenie plam. Ogrzewac ptytke
w ciggu 30 minut w suszarce (4.5.) w 100 °C dla usuni¢cia nadmiaru kwasu
octowego. Wywota¢ plamy s$rodkow konserwujacych na chromatogramie
odczynnikiem Millona (3.10.) przez zanurzenie watka do malowania (4.7.)
w odczynniku i przesuniecie po ptytce TLC w celu rownomiernego nawilzenia.

Uwaga: Alternatywnie plamy mozna wywolaé przez staranne spryskanie
odczynnikiem Millona wszystkich plam zaznaczonych w swietle UV.

Estry kwasu 4-hydroksybenzoesowego pojawiaja si¢ jako czerwone plamy, 2-
-fenoksyetanol 1 I-fenoksypropan-2-ol jako z6ite plamy. Jednak nalezy
zauwazyC, ze sam kwas 4-hydroksybenzoesowy, ktory moze znajdowac si¢
w probkach jako s$rodek konserwujacy lub produkt rozktadu parabenu,
pojawi sie rowniez jako czerwona plama (7.3.17.4.).

Identyfikowanie

Obliczy¢ wartosci Rp dla wszystkich plam. Poréwna¢ plamy otrzymane
z roztworu probki z plamami roztwordw odniesienia ze wzgledu na ich wartosci
Rp, zachowanie w promieniowaniu UV 1 kolor po wywotaniu. Wyciagnaé
wstepne wnioski dotyczace identyfikowania srodkéw konserwujacych. Jezeli
zachodzi przypuszczenie, ze parabeny znajduja si¢ w probcee, nalezy zastosowad
chromatografi¢ cieczowa HPLC opisana w dziale B. Polaczy¢ wyniki otrzymane
z TLC 1 wysokosprawne] chromatografii cieczowej (HPLC) dla potwierdzenia
obecnosci 2-fenoksyetanolu, I-fenoksypropan-2-olu i parabenow.

Uwagi

Ze wzgledu na toksyczne dzialanie odczynnika Millona najlepszym sposobem
jego stosowania jest jedna z opisanych procedur. Nie zaleca si¢ spryskiwania.

Inne zwiazki zawierajace grupy hydroksylowe moga réwniez dawac barwne
plamy z odczynnikiem Millona. Tablicg koloréw 1 wartosci Ry otrzymanych dla
pewnej liczby Srodkéw konserwujacych z uzyciem procedury TLC mozna
znalez¢ w: de Kruijf N., Rijk M. A. H., Pranato-Soetardhi L. A. i Schouten A.
Determination of preservatives in cosmetic product I: Thin-layer
chromatographic procedure for the identification of preservatives in cosmetic
products (J. Chromatography 410, 395-411).

Wartosci Rr podane w tabeli ponizej stuza jako wskazéwka do identyfikacji
plam.

Zwiazek Ry x 100 Barwa
kwas 4-hydroksybenzoesowy 11 czerwona
metyloparaben 12 czerwona
etyloparaben 17 czerwona
propyloparaben 21 czerwona
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Zwiazek Rr x 100 Barwa
butyloparaben 26 czerwona
benzyloparaben 16 czerwona
2-fenoksyetanol 29 70Mta
| -fenoksypropan-2-ol 50 z6lta

7.4. Nie uzyskuje si¢ rozdziatu kwasu 4-hydroksybenzoesowego i metyloparabenu
lub benzyloparabenu i etyloparabenu. Identyfikowanie tych zwigzkéw powinno
by¢ potwierdzone przez przeprowadzenie analizy metoda HPLC opisana
w dziale B i poréwnanie czaséw retencji otrzymanych dla probki z czasami

WZOrcOw.
B. Oznaczanie
1. Przedmiot i zakres zastosowania

Metodg te stosuje si¢ do oznaczania 2-fenoksyetanolu, I-fenoksypropan-2-olu, 4-
-hydroksybenzoesanu metylu, 4-hydroksybenzoesanu etylu, 4-
-hydroksybenzoesanu  propylu, 4-hydroksybenzoesanu  butylu 1 4-
-hydroksybenzoesanu benzylu w produktach kosmetycznych.

2. Definicje
Ilosci srodkéw konserwujacych oznaczone ta metoda sq wyrazone w procentach
masowych.

3. Zasada
Probke zakwasza si¢ dodajac kwas siarkowy 1 nastgpnie dysperguje w
mieszaninie alkoholu etylowego i wody. Po tagodnym podgrzaniu w celu
stopienia fazy tluszczowej, dla poprawienia ilosciowej ekstrakcji, mieszaning
filtruje sig.

Srodki konserwujace w przesaczu oznacza si¢ metoda wysokosprawnej
chromatografii cieczowej (HPLC) na odwrdéconych fazach, stosujac 4-
-hydroksybenzoesan izopropylu jako wzorzec wewngtrzny.

4. Odczynniki

4.1. Ogdblne
Wszystkie odczynniki musza posiada¢ czystos¢ analityczna i1 by¢ odpowiednie
do HPLC tam, gdzie jest to wymagane. Woda powinna by¢ woda destylowana
lub woda o co najmniej rownej czystosci

4.2.  Alkohol etylowy absolutny

4.3. 2-fenoksyetanol

4.4. l-fenoksypropan-2-ol

4.5.  4-hydroksybenzoesan metylu (metyloparaben)

4.6.  4-hydroksybenzoesan etylu (etyloparaben)

4.7.  4-hydroksybenzoesan n-propylu (propyloparaben)

4.8.  4-hydroksybenzoesan izopropylu (izopropyloparaben)

4.9.  4-hydroksybenzoesan n-butylu (butyloparaben)

4.10. 4-hydroksybenzoesan benzylu (benzyloparaben)

4.11. Tetrahydrofuran

4.12. Metanol

4.13. Acetonitryl

4.14. Kwas siarkowy, roztwdr c(H2SO4) =2 mol/l

4.15. Mieszanina alkohol etylowy/woda
Zmiesza¢ dziewie¢ objetosci alkoholu etylowego (4.2.) i jedna objgtos¢ wody.

4.16. Roztwdr wzorca wewngtrznego
Odwazy¢ doktadnie okoto 0,25 g izopropyloparabenu (4.8.), przenies¢
do 500 ml kolby miarowej, rozpusci¢ 1 uzupetni¢ objetos¢ mieszaning alkohol
etylowy/woda (4.15.).
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4.17. Faza ruchoma: mieszanina tetrahydrofuran/woda/metanol/acetonitryl
Zmiesza¢ 5 objetosci tetrahydrofuranu, 60 objetosci wody, 10 objetosci
metanolu 1 25 objetosci acetonitrylu.

4.18. Bazowy roztwor srodkéw konserwujacych
Do 100 ml kolby miarowej odwazy¢ doktadnie okoto 0,2 g 2-fenoksyetanolu,
0,2 g I-fenoksypropan-2-olu, 0,05 g metyloparabenu, 0,05 g etyloparabenu,
0,05 g propyloparabenu, 0,05 g butyloparabenu i 0,025 g benzyloparabenu,
rozpusci¢ 1 uzupelni¢ objetos¢ mieszaning etanol/woda. Roztwor
przechowywany w lodowece jest trwaty przez jeden tydzien.

4.19. Standardowe roztwory srodkéw konserwujacych
Z roztworu bazowego (4.18.) przenies¢ odpowiednio 20,00 ml, 10,00 ml,
5,00 ml, 2,00 ml 1 1,00 ml do 50 ml kolb miarowych. Do kazdej kolby doda¢ po
10,00 ml roztworu wzorca wewnetrznego (4.16.), 1,0 ml roztworu kwasu
siarkowego (4.14.) 1 uzupeli¢ objetos¢ mieszaning alkohol etylowy/woda.
Roztwory te powinny by¢ §wiezo przygotowane.

5. Aparatura
Standardowe wyposazenie laboratoryjne:

5.1.  Laznia wodna, z mozliwos$cig utrzymania temperatury 60 °C £ 1 °C.

5.2. Wysokosprawny chromatograf cieczowy z detektorem UV o dlugosci fali
280 nm.

5.3. Kolumna analityczna
Stal kwasoodporna, dtugos¢ 25 cm, srednica wewngtrzna 4,6 mm (lub dhugos¢
12,5 cm, $rednica wewngtrzna 4,6 mm) z wypehlieniem Nucleosil 5C18 lub
rownowazne (patrz pkt 10.1.).

5.4. 100 ml szklane probowki z gwintowanym korkiem.

5.5. Kamyki wrzenne, z karborundu, o wymiarach 2 do 4 mm lub réwnowazne.

6. Procedura

6.1.  Przygotowanie probki

6.1.1. Przygotowanie probki bez dodatku wzorca wewngtrznego
Do 100 ml szklanej probowki z gwintowanym korkiem odwazy¢ okoto 1,0 g
probki. Pipeta doda¢ do probowki 1,0 ml roztworu kwasu siarkowego (4.14.)
1 50 ml mieszaniny alkohol etylowy/woda (4.15.). Doda¢ okoto 1 g kamykdéw
wrzennych (5.5.), zamkna¢ probowke 1 wytrzasaé energicznie az do otrzymania
homogeniczne] zawiesiny. Wytrzasa¢ przez co najmniej przez jedng minutg.
Dla utatwienia ekstrakcji S$rodkéw konserwujacych do fazy metanolowej
umiesci¢ probéwke na pie¢ minut w tazni wodnej (5.1.) utrzymywanej
w temperaturze 60 °C + 1 °C.
Niezwlocznie schtodzi¢ probowke w strumieniu zimnej wody 1 umiesci¢ ekstrakt
w lodowce na jedng godzing. PrzesaczyC ekstrakt przez bibulte filtracyjna.
Przenies¢ okoto 2 ml przesaczu do 5 ml fiolki na probke. Ekstrakty nalezy
przechowywaé w lodéwce i oznaczy¢ sktad metoda HPLC w ciagu 24 godzin.

6.1.2. Przygotowanie prébki z dodatkiem wzorca wewnetrznego
Do 100 ml szklanej probowki z gwintowanym korkiem odwazy¢ z doktadnoscia
do trzeciego miejsca po przecinku 1,0 + 0,1 g prébki.
Do probdéwki pipetowac 1,0 ml roztworu kwasu siarkowego 1 40,0 ml mieszaniny
alkohol etylowy/woda. Doda¢ okoto 1 g kamykow wrzennych (5.5.) 1 doktadnie
10,00 ml roztworu wzorca wewngetrznego. Zamknaé probdwke 1 wstrzasaé
energicznie az do otrzymania homogenicznej zawiesiny. Wstrzasaé przez co
najmniej jednag minute. W celu utatwienia ekstrakcji srodkow konserwujacych
do fazy metanolowej umiesci¢ probéwke na pig¢ minut w tazni wodnej
utrzymywanej w temperaturze 60 °C £ 1 °C.
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6.2.
6.2.1.

6.2.2.

6.2.3.

Niezwtocznie schtodzi¢ probowke w strumieniu biezacej zimnej wody

i umiesci¢ ekstrakt w lodowce na jedna godzing. Przesaczy¢ ekstrakt przez

bibule¢ filtracyjna.

Przenies¢ okoto 2 ml przesaczu do 5 ml fiolki na probke (roztwoér testowy).

Przechowywac¢ ekstrakt w lodowce i wykona¢ oznaczenia metoda HPLC

w ciagu 24 godzin.

Wysokosprawna chromatografia cieczowa (HPLC).

Warunki analizy chromatograficzne;:

— faza ruchoma: mieszanina tetrahydrofuran/woda/metanol/acetonitryl (4.17.),

— szybkos¢ przeptywu: 1,5 ml/minute,

— dhlugos¢ fali detekcji: 280 nm.

Krzywa wzorcowa

Wstrzykna¢ po 10 pupl wszystkich standardowych roztworow srodkow

konserwujacych (4.19.). Z otrzymanych chromatogramow oznaczy¢ stosunki

wysokosci pikow standardowych roztwordw srodkéw konserwujacych do

wysokosci piku wzorca wewnetrznego. Wykresli¢ krzywa dla kazdego srodka

konserwujacego odnoszaca te stosunki do stezen roztworow standardowych.

Oznaczanie

Wstrzyknaé po 10 pl roztworu prébki bez wzorca wewnetrznego (6.1.1.) do

chromatografu i zarejestrowa¢ chromatogram.

Wstrzykna¢ 10 pl  jednego ze standardowych roztworéw  srodkow

konserwujacych (4.19.) i zarejestrowa¢ chromatogram. Poréwnaé otrzymane

chromatogramy.

Jezeli na chromatogramie ekstraktu probki (6.1.1.) nie ma Zadnego piku

majacego w przyblizeniu ten sam czas retencji jak izopropyloparaben (polecany

wzorzec wewnetrzny), kontynuowaé, wprowadzajac strzykawka 10 pl roztworu

probki z wzorcem wewngtrznym (6.1.2.). Zarejestrowa¢ chromatogram

1 zmierzy¢ wysokosci pikow.

Jezeli na chromatogramie roztworu probki wystepuje pik przeszkadzajacy o

takim samym czasie retencji jak izopropyloparaben, nalezy wybra¢ inny

wzorzec wewnetrzny.

Jezeli jeden ze Srodkéw konserwujacych poddawanych badaniu jest nieobecny

na chromatogramie, ten srodek mozna stosowaé jako alternatywny wzorzec

wewnetrzny.

Obliczy¢ stosunki wysokosci pikéw badanych srodkéw konserwujacych do

wysokosci piku wzorca wewnetrznego.

Upewni¢ sig, ze dla roztwordw standardowych stosowanych w procedurze

wyznaczania krzywej wzorcowej otrzymuje si¢ liniowq zaleznos¢.

Upewni¢ sig, ze chromatogramy otrzymane dla roztworu standardowego

1 roztworu probki odpowiadaja nastepujacym wymaganiom:

— rozdziat pikdw najgorzej rozdzielonej pary powinien wynosi¢ co najmniej
0,90 (definicj¢ rozdziatu pikdw przedstawiono na rys. 1);
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Rozdzial pikow (p)

p=t/g

Rys. 1. Rozdziat szczytow

jezeli nie uzyskano wystarczajacego rozdzialu, mozna zastosowaé kolumng
o wigkszej rozdzielczosci lub poprawiaé¢ sktad fazy ruchomej az do spetnienia
wymagan,

- wspdtezynniki asymetrii Ag wszystkich otrzymanych pikow znajdujq si¢ w zakresie
0,9-1,5 (definicj¢ wspdtczynnika asymetrii  przedstawiono na rys. 2); do
zarejestrowania chromatogramu w celu oznaczenia wspolczynnika asymetrii zaleca si¢
szybko$¢ przesuwu papieru co najmniej 2 cm/min,

Wspotczynnik asymetrii
piku Ag
h
As =b/a
atb

Rys. 2. Wspodlczynnik asymetrii szczytu Ag
- powinno si¢ otrzymac stata lini¢ podstawowa.

7. Obliczenie

Zastosowac krzywa wzorcowa (6.2.2.) 1 stosunki wysokosci pikow badanych srodkéw
konserwujacych do wysokosci piku wzorca wewngtrznego do obliczenia stezenia
srodkow konserwujacych w roztworze probki. Obliczy¢ zawartos¢ 2-fenoksyetanolu,
I-fenoksypropan-2-olu, 4-hydroksybenzoesanu metylu, 4-hydroksybenzoesanu etylu,
4-hydroksybenzoesanu propylu, 4-hydroksybenzoesanu butylu 1 4-
-hydroksybenzoesanu benzylu, wi, w procentach masowych (% m/m), stosujac wzor:

b.
%w, (m/m)= '
200xa
w ktorym:
b; — stezenie (pug/ml) $rodka konserwujacego ,i” w roztworze badanym,

odczytane z krzywej wzorcowej,
a — masa (g) analizowanej probki.
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8. Powtarzalnos¢
Patrz uwagi 10.5.

9. Odtwarzalnosé¢ (ISO 5725)
Patrz uwagi 10.5.

10. Uwagi

10.1. Faza spoczynkowa
Zachowanie retencyjne roztworu przy oznaczaniu metoda HPLC =zalezy
w duzym stopniu od rodzaju, gatunku i przygotowania fazy spoczynkowej.
O tym, czy kolumng¢ mozna zastosowaé do rozdzialu badanych $rodkow
konserwujacych, mozna wnioskowaé na podstawie wynikow otrzymanych dla
roztworow standardowych (patrz ppkt 6.2.3.). Stwierdzono, ze poza
proponowanymi juz materiatami do wypelnienia kolumn odpowiednie sa
rowniez Hypersil ODS i Zorbax ODS. W celu uzyskania wymaganego rozdziatu
mozna réwniez optymalizowac sktad zalecanej fazy ruchome;.

10.2. Dlugosc¢ fali detekceji
Badanie chropowatosci opisanej metody wykazato, ze niewielka zmiana
w dhugosci fali detekcji moze mie¢ znaczacy wplyw na wyniki oznaczenia.
Dlatego parametr ten musi by¢ starannie kontrolowany podczas analizy.

10.3. Zaktocenia
W warunkach opisanych w tej metodzie wiele innych zwiazkow, takich jak
srodki konserwujace i dodatki do kosmetykow, ulega rownie dobrze eluowaniu.
Czasy retencji wielu srodkéw konserwujacych wymienionych w zalaczniku VI
do dyrektywy Rady dotyczacej produktow kosmetycznych mozna znalez¢ w: de
Kruijf N., Rijk M. A. H., Pranato-Soetardhi L. A. i Schouten A. Determination
of preservatives in cosmetic products II. Highperformance liquid
chromatographic identification (J. Chromatography, 1989, 469, str. 317-398).

10.4. Do zamontowanej kolumny analitycznej mozna uzy¢ odpowiedniej kolumny
zabezpieczajacej.

10.5. Metod¢ sprawdzono we wspolnym doswiadczeniu z udzialem dziewigciu
laboratoriéw. Analizowano trzy probki. Ponizsza tabela podaje zawartos¢ w %
m/m (m), powtarzalno$¢ (r) i odtwarzalnos¢ (R) substancji obecnych
we wszystkich trzech probkach.

Probka |2-fenoksyetanol| 1-fenoksy- | metylo- | etylo- |propylo-| butylo- | benzylo-
propan-2-ol| paraben | paraben | paraben | paraben | paraben

Krem m 1,124 0,250 | 0,0628 | 0,0310 | 0,0906
witaminowy T 0,016 0,018 | 0,0035 | 0,0028 | 0,0044

R 0,176 0,030 | 0,0068 | 0,0111 | 0,0034
Krem m 1,196 0,266 | 0,076
nawilzajacy r 0,040 0,003 | 0,002

R 0,147 0,022 | 0,004
Krem do m 0,806 0,180 0,148 0,152
masazu r 0,067 0,034 0,013 0,015

R 0,112 0,078 0,012 0,016
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