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494

VYHLASKA
ze dne 7. prosince 2005,

kterou se stanovi analytické metody kontroly sloZeni kosmetickych prostfedka

Ministerstvo zdravotnictvi stanovi podle § 108 §1
odst. 1 zdkona & 258/2000 Sb., o ochrané vefejného

zdravi a 0 zméné nékterych souvisejicich zdkont, ve pisy Evropskych spoleenstvi?) a upravuje ndsledujici

znéni /zékona c. 392/2,0 05 Sb., (ddle jen ,,zdkon®) k pro- analytické metody kontroly sloZeni kosmetickych pro-
vedeni § 80 odst. 2 zdkona: stiedki:

(1) Tato vyhldska') zapracoviva pfislusné pred-

") Je vydina na zdkladé a v mezich zdkona, jehoZ obsah umoZiiuje zapracovat piisluiné predpisy Evropskych spoledenstvi
vyhldskou.

) Prvni smérnice komise ze dne 22. prosince 1980 o sbliZovini pravnich predpisti &lenskych stitd tykajicich se metod
analyzy nezbytnych pro kontrolu sloZeni kosmetickych prostfedkii (80/1335/EHS).
Druhd smérnice komise ze dne 14. kvétna 1982 o sblizovani pravnich pfedpist ¢lenskych stdta tykajicich se metod analyzy
nezbytnych pro kontrolu sloZeni kosmetickych prostredka (82/434/EHS).
Treti smérnice komise ze dne 27. zdf{ 1983 o sbliZovdn{ prdvnich pfedpist ¢lenskych stdth tykajicich se metod analyzy
nezbytnych pro kontrolu slozZeni kosmetickych prostiedka (83/514/EHS).
Ctvrtd smérnice komise ze dne 11. Fjna 1985 o sbliZovani pravnich predpist lenskych stiti tykajicich se metod analyzy
nezbytnych pro kontrolu sloZeni kosmetickych prosttedka (85/490/EHS).
Smérnice komise ze dne 10. unora 1987, kterou se méni prvni smérnice 80/1335/EHS o sblizovan{ pravnich ptedpist
Clenskych stdth tykajicich se metod analyzy nezbytnych pro kontrolu sloZen{ kosmetickych prostfedkt (87/143/EHS).
Smérnice komise ze dne 4. dubna 1990, kterou se méni druhd smérnice 82/434/EHS o sblizovin{ privnich pfedpist
Clenskych stdth tykajicich se metod analyzy nezbytnych pro kontrolu sloZen{ kosmetickych prostfedkti (90/207/EHS).
Pétd smérnice komise 93/73/EHS ze dne 9. zdt{ 1993 o metoddch analyzy nezbytnych pro kontrolu sloZeni kosmetickych
prostredkd.
Sestd smérnice komise 95/32/ES ze dne 7. Cervence 1995 o metoddch analyzy nezbytnych pro kontrolu slozeni kosme-
tickych prostiedka.
Sedmd smérnice komise 96/45/ES ze dne 2. ervence 1996 o metoddch analyzy nezbytnych pro kontrolu sloZeni kosme-
tickych prostiedku.
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b)
c)

d)

e)

f)
g)

h)

odbér vzorkt kosmetickych prostfedkd,
ptiprava vzorkt v laboratofi,

kvalitativni a kvantitativni stanoveni volného
hydroxidu sodného a draselného,

kvantitativn{ a kvalitativni stanoveni kyseliny sta-
velové a jejich alkalickych soli v prostfedcich
urlenych pro péci o vlasy,

kvantitativn{ stanoveni chloroformu v zubnf{ pas-
té,

kvantitativn{ stanoveni zinku,

kvalitativni a kvantitativni stanoveni kyseliny
4-hydroxybenzensulfonové,

kvalitativni stanoveni oxida¢nich ¢éinidel a kvanti-
tativni stanoveni peroxidu vodiku v prostfedcich
urenych v pédi o vlasy,

kvalitativn{ a semikvantitativn{ stanoven{ uréitych
oxidaénich barviv v barvich na vlasy,

kvalitativni a kvantitativn{ stanoveni dusitand,
kvantitativni stanoveni resorcinolu v Samponech
a vlasovych lotionech,

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

kvalitativni a kvantitativni stanoveni volného
formaldehydu,

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

kvalitativn{ a kvantitativn{ stanoveni chinolin-8-
-olu a bis(chinolin-8-ol)-sulfitu,

kvantitativni stanoveni amoniaku,

kvalitativni a kvantitativni stanoveni nitrome-
thanu,

kvalitativni a kvantitativni stanoveni kyseliny
thioglykolové (sulfanyloctové) v prostredcich
k trvalé ondulaci, k rovndn{ vlast a v prostfedcich
k depilaci,

kvalitativn{ a kvantitativni stanoveni hexachloro-
fenu (INN),

kvantitativn{ stanoveni tosylchloramidu sodného
(chloraminu-T) (INN),

kvantitativni stanoveni celkového fluoru v zub-
nich pastich,

kvantitativni stanoveni organickych sloucenin
rtuti,

kvantitativn{ stanoveni alkalickych sulfidu a sul-
fidd kovt alkalickych zemin,

X)
y)
z)

aa)
bb)
cc)
dd)
ee)

)

gg)

hh)

kk)

1)

Ministr:
MUDr. Rath v. r.

kvalitativn{ a kvantitativni stanoven{ 2,3-dihydro-
xypropyl-4-aminobenzodtu,

kvantitativni stanoveni chlorbutanolu,
kvalitativni a kvantitativni stanoveni chininu,

kvalitativni a kvantitativni{ stanoveni anorganic-
kych sifi¢itant a hydrogensifi¢itand,

kvalitativni a kvantitativni stanoveni chlore¢nant
alkalickych kov,

kvalitativni a kvantitativni stanoveni jodi¢nanu
sodného,

kvalitativni a kvantitativni stanoveni dusi¢nanu
stifbrného v kosmetickych prostfedcich,

kvalitativn{ a kvantitativni stanoveni obsahu sul-
fidu seleni¢itého v samponech proti luptim,

kvantitativni stanoveni rozpustného barya a stron-
cia v pigmentech ve formé soli nebo komplexd,

kvalitativn{ a kvantitativn{ stanoveni benzylalko-

holy,

kvalitativni stanoveni zirkonia a kvantitativni sta-
noveni zirkonia, hliniku a chloru v neaerosolo-
vych antiperspirantech,

kvalitativni a kvantitativn{ stanoveni hexamidinu,
dibromhexamidinu, dibrompropamidinu a chlor-
hexidinu,

kvalitativni a kvantitativni stanoveni kyseliny
benzoové, kyseliny 4-hydroxybenzoové, kyseliny
sorbové, kyseliny salicylové a kyseliny propio-
nové v kosmetickych prostfedcich,

kvalitativn{ a kvantitativn{ stanoveni hydrochi-
nonu, hydrochinon-monomethyletheru, hydro-
chinon-monoethyletheru a hydrochinon-mono-
benzyletheru v kosmetickych prostfedcich,
kvalitativni a kvantitativni stanoveni{ 2-fenoxy-
ethanolu, 1-fenoxypropan-2-olu, methyl-, ethyl-,
propyl-, butyl- a benzyl-4-hydroxybenzodtu
v kosmetickych prostiedcich.

(2) Obsah analytickych metod kontroly slozeni

kosmetickych prostfedkti vyjmenovanych v odstavei 1
je uveden v pfiloze této vyhldsky.

§ 2

Tato vyhldska nabyvd déinnosti dnem 1. ledna

2006.
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Pfiloha k vyhldsce ¢. 494/2005 Sb.

1. ODBER VZORKU KOSMETICKYCH PROSTREDKU

1. ROZSAH A OBLAST POUZITI

Postup odbéru vzorkd kosmetickych prostiedkl je popsan s ohledem na
jejich analyzy v riiznych laboratofich.

2. DEFINICE
2.1 Zdkladni vzorek:

jednotkové mnozstvi odebrané ze SarZze nabizené k prodeji.
2.2 Celkovy vzorek:

suma vsech zakladnich vzorkd odebranych ze $arZe téhoz ¢isla.

2.3 Laboratorni vzorek:

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

24 ZkuSebni vzorek:

reprezentativni ¢ast laboratorniho vzorku nezbytné pro analyzu.

2.5 Obal:

pfedmét, ktery obsahuje vyrobek a ktery je s vyrobkem v neustalém
piimém styku.

3. POSTUP ODBERU VZORKU

3.1 Kosmetické prostiedky musi byt odebirdny v piivodnich obalech a musi
byt doruc¢eny do laboratote, aniZ byly otevreny.

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

3.3 Pocet zakladnich vzorkl nezbytnych pro pfipravu laboratorniho vzorku
musi byt urCen analytickou metodou a poltem analyz, které maji byt
provedeny kazdou laboratofi.
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4.1

4.2

43

5.1

5.2

5.3

IDENTIFIKACE VZORKU

Vzorky se na misté odbéru zabezpeCi proti otevieni, zdmén€ a
kontaminaci a ozna¢i se vsouladu spravidly platnymi v doty¢ném
¢lenském statu.

Kazdy odebrany zakladni vzorek se oznaci nasledujicimi informacemi:
nazev kosmetického prostiedku a dalsi dostupné identifika¢ni udaje
(vyrobce/dovozce, event.distributor, Sarze)

datum, ¢as a misto odbéru vzorku,

Jméno osoby odpovédné za odbér vzorku,

nazev inspektoratu.

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

UCHOVAVANI VZORKU

Zakladni vzorky musi byt uchovéavany v souladu s pfipadnymi pokyny
vyrobce uvedenymi na etiketé.

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

Zékladni vzorky nesmi byt do zahajeni analyzy otevieny.

2. PRIPRAVA VZORKU V LABORATORI

1.1

1.2

1.3

OBECNE

Je-li to moZné, méla by byt analyza provedena s kazdym laboratornim
vzorkem. Je-li zakladni vzorek piili§ maly, mél by byt pouZit minimélni
pocet zakladnich vzorkid. Pied odbérem zkuSebniho vzorku by mély byt
nejdiive dikladné smichany.

Obal se otevie v inertni atmosféfe, vyzaduje-li to analyticka metoda, a co
nejrychleji se odebere poZzadovany pocet zkusebnich vzorkid. Poté by méla
byt neprodlené provedena analyza. JestliZe musi byt vzorek zachovan, mél
by byt obal opét v inertni atmosféfe uzavien.

Kosmetické prostfedky mohou byt vtekuté nebo tuhé formé& nebo
v polotuhé formé. Jestlize dojde k oddé€leni fazi plivodné homogenniho
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vyrobku, mél by byt vyrobek pied odbérem zkuSebniho vzorku opét
zhomogenizovan.

1.4 Je-li kosmeticky prostfedek uvadén do prodeje zvlastnim zpisobem,
v jehoz diisledku nelze postupovat podle téchto pokynd, a nejsou-li
stanoveny vhodn€ metody zkouSeni, miZe byt pfijat vlastni postup, za
pfedpokladu, ze bude pisemné€ uveden jako soucést protokolu o analyze.

2. KAPALINY

2.1 V této formé se mohou vyskytovat vyrobky, jako jsou olejové, lihové a
vodné roztoky, toaletni vody, lotiony nebo mléka, a mohou byt baleny
ve flakonech, lahvi¢kach, ampulich nebo tubéch.

22 Odbér zkusebniho vzorku:

— pied otevienim se obal prudce protiepe;

— obal se otevie;

— odpovidajici mnozstvi tekutiny se pfevede do zkumavky k vizualnimu
vySetieni jejich vlastnosti pro ucely odbéru zkusebniho vzorku;

—_ obal se opét uzavie, nebo
— se odeberou pozadované zkuSebni vzorky;

— obal se pecliveé uzavie.

3. POLOTUHE LATKY

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

32 Odbér zkusebniho vzorku:

3.2.1 Obaly s uzkym hrdlem: Odstrani se alesponi prvni centimetr prostiedku.

Vytlagi se zkuSebni vzorek a obal se ihned uzavre.

322 Obaly se Sirokym hrdlem: Rovnomémé se seSkrabne horni vrstva.
Odebere se zkusebni vzorek a obal se ihned uzavie.

4, TUHE LATKY

4.1 V této form€ se mohou vyskytovat vyrobky, jako jsou sypké pudry,
kompaktni pudry, tyC¢inky a mohou byt baleny v Siroké $kale obal.

4.2 Odbér zkusebniho vzorku:

4.2.1 Sypkeé pudry: Pfed odzatkovanim nebo otevienim se obal prudce protiepe.

Obal se otevie a odebere se zkusebni vzorek.
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422 Kompaktni pudry nebo ty€inky: Rovnomémeé se seSkrdbne horni vrstva.
Ze spodni vrstvy se odebere zkusebni vzorek.

5. PROSTREDKY V OBALECH NA AEROSOLY (,,aerosolové

rozpraSovace‘)

5.1 Tyto vyrobky jsou definovany v ¢lanku 2 smémice Rady 75/324/EHS ze
dne 20. kvétna 1975 (viz. Ut. vést. ¢. L 147, 9. 6. 1975, s. 40.)

5.2 ZkuSebni vzorek:

Po dikladném protiepani se pomoci vhodné spojky (viz obréazek 1: ve
specifickych ptipadech mize byt v analytické metod€ pozadovano pouZiti
jiné spojky) pifevede reprezentativni mnoZstvi obsahu aerosolového
rozpraSovale do sklenéné lahve potazené vrstvou z plastu (obrazek 4) a
opatfené aerosolovym ventilem, avSak bez vytlaéné trubicky. P
pfevadéni do lahve sméfuje ventil dol. Pfi pfevadéni je obsah dobie
viditelny. Existuji ¢tyfi moZnosti:

5.2.1 Aerosolovy prosttedek ve form€ homogenniho roztoku, ktery 1ze pfimo
analyzovat.
52.2 Aerosolovy prostiedek sestava ze dvou kapalnych fazi. Kazda z fazi mize

byt analyzovana po oddéleni spodni faze do druhé lahve. V tomto pfipadé
smétuje doli ventil prvni lahve. V takovém piipadé byva spodni faze
vodné a neobsahuje hnaci plyn (napf. butan/vodu).

523 Aerosolové prostiedky obsahujici suspenzi pudru. Kapalnou fazi lze
analyzovat po odd€leni pudru.

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

5.3 Pomiicky

Spojka (obrazek 1) je vyrobena z duralu nebo mosazi. Je konstruovana
tak, aby prostfednictvim polyethylenového adaptéru vyhovovala riznym
systémim ventilti. Na obrazku je uveden ptiklad; 1ze pouzit jiné spojky
(viz obrazky 2 a 3).

Lahev (obrazek 4) je vyrobena zbilého skla a z vné&jSku je potaZena
ochrannou vrstvou prihledného plastu. Ma objem 50 az 100 ml. Je
opatfena aerosolovym ventilem bez vytla¢né trubicky.

5.4 Postup

Aby bylo moZné pfevést dostatecné mnoZstvi vzorku, musi byt z lahve
vypuzen vzduch. Za timto u¢elem se do lahve zavede pies spojku asi
10 ml dichlordifluormethanu nebo butanu (podle aerosolového prostredku,
ktery ma byt zkouman) a poté se provede odplynéni aZ do zmizeni
kapalné faze, ptfi¢emz lahev s ventilem smétuje vzhiru. Spojka se sejme.
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Lahev se zvazi (,,a“ grami). Aerosolovy rozprasova¢, z néhoZz ma byt
odebran vzorek, se prudce protiepe. Spojka se piipoji na ventil obalu
s aerosolem, ktery ma byt odebran, (obal je orientovan ventilem vzhiru),
ke spojce se piipoji ldhev (hrdlem dolti) a zatla¢i se na ni. Lahev se naplni
asi ze dvou tietin. Jestlize pfevadéni ustane kvili vyrovnani tlakd, mize
byt obnoveno zchlazenim lahve. Spojka se sejme, napln€na lahev se zvazi
(,b* gramil) a stanovi se hmotnost pfevedeného vzorku aerosolu my;
(m1 =b- a).

Takto ziskany vzorek 1ze pouZzit:

1. k obvyklé chemické analyze,
2. k analyze t€kavych sloZek plynovou chromatografii.
54.1 Chemicka analyza

S lahvi udrZovanou ventilem vzhdru se postupuje dale nasledujicim
zpisobem:

— z lahve se vypudi plyn; jestlize pfitom dochazi k pénéni, pouZije se lahev,
do které bylo stfikackou pies spojku pfedem zavedeno piesné zvazené
mnoZstvi 2-methoxyethanolu (5 az 10 g);

— na vodni 14zni pti 40 °C se tfepanim odstrani t€kavé slozky, aniz by doslo ke
ztratam vzorku;

— lahev se znovu zvazi (,,c*“ grami), aby se stanovila hmotnost zbytku m;
(my =c —a);
(Poznamka: pfi vypoétu hmotnosti zbytku se odeéte hmotnost p¥ipadného
pouzitého mnozstvi 2-methoxyethanolu);

— sejmutim ventilu se ldhev otevfe;

— zbytek se kvantitativné rozpusti ve znamém mnoZstvi vhodného
rozpoustedla;

— s alikvotnim podilem se provede poZadovana analyza.

Vzorce pro vypocet:

RoIXM; Q=R><P’
m, 100
kde:
m; =  hmotnost aerosolu odebraného do lahve,

mp; =  hmotnost zbytku po zahfivani pii 40 °C,
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542

54.2.1

5422

5423

5424

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

R = obsah jednotlivé latky v odebraném aerosolu, vyjadieny
v procentech,

Q= celkova hmotnost jednotlivé latky v aerosolovém
rozpraSovaci,
P= ¢istd hmotnost plivodniho aerosolového rozprasovace

(zakladni vzorek).
Analyza tékavych slozek plynovou chromatografii
Princip

Pomoci sttikacky pro plynovou chromatografii se z lahve odebere
dostate¢né mnozstvi vzorku. Obsah stiikacky se nastfikne do plynového
chromatografu.

Pomiicky

Presn4 stfikacka pro plynovou chromatografii fady A2 na 25 ul az 50 pl
(obrazek 5) nebo rovnocenna stiikaka. Tato stfikacka je vybavena
posuvnym ventilem na konci jehly. Stiikacka je spojena s lahvi spojkou
nasazenou na lahvi a polyethylenovou trubiékou nasazenou na injek¢ni
sttikaéce (délka 8 mm, vnitini primér 2,5 mm).

Postup

Po prevedeni dostateéného mnozstvi aerosolového vyrobku do lahve se
zpuisobem popsanym vbod¢ 5.4.2.2 pfipevni k lahvi konicky konec
stiikacky. Otevie se ventil a nasaje se dostate€né mnozstvi kapaliny.
Neékolikerym posunutim pistu se odstrani bublinky plynu (stfikacka se
podle potieby ochladi). Kdyz je ve stiika¢ce dostateéné mnozstvi kapaliny
bez bublin, ventil se uzavte a sttikacka se odpoji od lahve. Nasadi se jehla,
stiikacka se vlozi do vstfikovaciho zafizeni plynového chromatografu,
otevie se ventil a provede se nastfik.

Vnitini standard

Pokud se pozaduje pouZiti vnitfniho standardu, zavede se do lahve
(obyéejnou sklenénou stifkackou za pouziti spojky).



Castka 172 Sbirka zikont & 494 / 2005 Strana 9589

s—-—
5 13

1
QIE.Q e
=3 4 “’L

L 4

| 4

Q 3
\, 05 % 45°
] -§ A
.
3 N |
: r—-/
|
| o
| W
|

Obrazek 1

Spojka P1



Strana 9590 Sbirka zikont & 494 / 2005 Castka 172

0,3 x 45°

J|Lo,§
233

Obrazek 2

Spojka M2

pro pfevod mezi zasunovacim a objimacim ventilem
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Obrazek 3
Spojka M1

pro pfevod mezi dvéma zasunovacimi ventily
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Obrazek 4

Léahev

o objemu 50 aZ 100 ml

EIED

e e e

Obrazek 5

Sttikacka pro plynovou
chromatografii
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3. KVALITATIVNI A KVANTITATIVNI STANOVENI VOLNEHO
HYDROXIDU SODNEHO A DRASELNEHO

1. ROZSAH A OBLAST POUZITI

V metodé je uveden postup identifikace kosmetickych prostiedki
obsahujicich vyznamné mnoZstvi volného hydroxidu sodného a/nebo
draselného a postup kvantitativniho stanoveni volného hydroxidu sodného
a/nebo draselného v prostredcich pro narovnani vlast a v odstratiovacich

Q vy

nehtove kazicky.
2. DEFINICE

Mnozstvi volného hydroxidu sodného a draselného je dano mmnozstvim
odmémého roztoku kyseliny potfebného k neutralizaci prostfedku za
pfedepsanych podminek, pfi¢emZ vysledné mnozstvi se vyjadii jako volny
hydroxid sodny v % (m/m).

3. PRINCIP

Vzorek se rozpusti nebo disperguje ve vodé a titruje se odmémym
roztokem kyseliny. Soub&Zné s pfidavanim kyseliny se zaznamenava
hodnota pH; u jednoduchych roztokti hydroxidu sodného nebo draselného
je bod ekvivalence ddn maximalni rychlosti zmény zaznamenané hodnoty
pH.

Jednoducha titraéni kiivka miZe byt zkreslena za pfitomnosti

a) ¢pavku a jinych slabych organickych zasad, které samy vykazuji
pomémé plochou titraéni kifivku. Amoniak se v této metodé
odstrani odpafenim za sniZzeného tlaku pii pokojové teploté;

b) soli slabych kyselin, které mohou zpulsobit, Ze titraéni kiivka
vykazuje nékolik inflexnich bodt. V takovych ptipadech
odpovida neutralizaci hydroxylovych iontd pochézejicich
z volného hydroxidu sodného nebo draselného pouze prvni ¢ast
kiivky az k prvnimu inflexnimu bodu.

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

I kdy?Z existuje teoreticka moznost, Ze by vysoké pH mohlo byt zplisobeno
jinymi rozpustnymi silnymi zasadami, napf. hydroxidem lithnym ¢i
kvartérnimi amoniovymi hydroxidy, je jejich pfitomnost v téchto typech
kosmetickych prostfedkil velmi nepravdépodobna.
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4. KVALITATIVNI STANOVENI

4.1 Reak¢ni ¢inidla

4.1.1 Standardni alkalicky pufr, pH 9,18 pifi 25°C: 0,05M roztok dekahydratu
tetraboritanu sodného.

4.2 Pristroje a pomiicky

4.2.1 Obvyklé laboratorni sklo

422 pH-metr se zapisovatem

423 Sklenéna membranova elektroda

424 Standardni kalomelova referentni elektroda

4.3 Postup

pH-metr s elektrodami se kalibruje pomoci standardniho alkalického
tlumivyho roztoku. Pfipravi se 10% vodny roztok nebo vodné disperze
vyrobku, ktery mé byt analyzovén, a zfiltruje se. Zméfi se pH. Je-li pH 12
nebo vyssi, musi byt provedeno kvantitativni stanoveni.

5. KVANTITATIVNI STANOVENI
5.1 Titrace ve vodném prostiedi
5.1.1 Reakcni cinidlo

5.1.1.1 Odmeémy roztok kyseliny chlorovodikové, 0,1 mol/l

5.1.2 Pristroje a pomiicky

5.1.2.1 Obvyklé laboratorni sklo

5.12.2 pH-metr se zapisova¢em

5.12.3 Sklenéna membranova elektroda

5124 Standardni kalomelova referentni elektroda

5.1.3 Postup
Do kadinky na 150 ml se piesné navazi zku$ebni vzorek o hmotnosti 0,5
aZz 1,0 g. Je-li pfitomen amoiak, piida se né&kolik varnych kamink,

kadinka se vlozi do vakuového exsikatoru a evakuuje se pomoci vodni

vyvévy, dokud je patrny zépach ¢pavku (asi tii hodiny).

Prida se 100 ml vody, zbytek v kadince se rozpusti nebo disperguje a
titruje se 0,1mol/l odmémym roztokem kyseliny chlorovodikové (5.1.1.1)
pfi¢emZ se zaznamenava zména pH (5.1.2.2).
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514 Vypocet

Na titra¢ni kiivce se uréi inflexni body. Jestlize prvni inflexni bod lezi pti
hodnoté pH niz$i neZ 7, neni ve vzorku pfitomen volny hydroxid sodny
nebo draselny.

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

Zaznamena se objem titraéniho roztoku aZ k dosaZeni prvniho inflexniho
bodu.

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

% = 0,4%//[—

MiiZe nastat situace, kdy pfes nadznaky pfitomnosti nezanedbatelného
mnozstvi hydroxidu sodného a/nebo draselného nevykazuje titra¢ni kiivka
zietelny inflexni bod. V takovém ptipadé je tfeba stanoveni opakovat

v isopropylalkoholu.
52 Titrace v isopropylalkoholu
5.2.1 PouZzité chemikalie

5.2.1.1 Isopropylalkohol
52.1.2 Vodny odmémy roztok kyseliny chlorovodikové, 1,0 mol/l

5.2.1.3 0,1 mol/1 roztok kyseliny chlorovodikové v isopropylalkoholu ptipraveny
bezprostiedné¢ pred pouzitim zfedénim 1,0 mol/l vodného roztoku
kyseliny chlorovodikové isopropylalkoholem

522 Pristroje a pomucky

5.2.2.1 Obvyklé laboratorni sklo

5222 pH-metr

5223 Sklenéna membranova elektroda

5224 Standardni kalomelova referentni elektroda

523 Postup
Do kadinky na 150 ml se pfesné navazi zkuSebni vzorek o hmotnosti 0,5
az 1,0 g. Je-li pfitomen amoniak, pfidd se nékolik varnych kaminkd,

kadinka se vlozi do vakuového exsikatoru a evakuuje se pomoci vodni
vyvévy, dokud je patrny zapach ¢pavku (asi tfi hodiny).
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Pfidd se 100 ml isopropylalkoholu, zbytek v kadince se rozpusti nebo
disperguje a titruyje se 0,1 mol/l odmémym roztokem kyseliny
chlorovodikové v isopropylalkoholu (5.2.1.3), pfi¢emZ se zaznamenava
zména pH (5.2.2.2).

52.4 Vypocet
Jako vbod€¢ 5.1.4. Prvni inflexni bod lezi piibliZn¢ u méfené hodnoty
pH 9.

5.3 Opakovatelnost (viz. CSN ISO 5725)

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

4. KVANTITATIVNI A KVALITATIVNI STANOVENI KYSELINY
STAVELOVE A JEJICH ALKALICKYCH SOLi V PROSTREDCICH
URCENYCH PRO PECI O VLASY

1. ROZSAH A OBLAST POUZITI

Nize popsand metoda je vhodna ke kvantitativnimu a kvalitativnimu
stanoveni kyseliny §t'avelové a jejich alkalickych soli v prostfedcich pro
péci o vlasy. Lze ji pouzit ubezbarvych vodnych nebo alkoholovych
roztokd a lotionti, které obsahuji asi 5 % kyseliny $tavelové nebo
ekvivalentni mnozstvi alkalického $t'avelanu.

2. DEFINICE

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

3. PRINCIP

Po odstranéni vSech pfitomnych anionickych povrchoveé aktivnich latek
pomoci hydrochloridu p-toluidinu se kyselina $t'avelova a/nebo alkalické
Stavelany vysrazi jako $tavelan vapenaty a roztok se zfiltruje. Srazenina
se rozpusti v kyselin€ sirové a titruje se manganistanem draselnym.

4, REAKCNI CINIDLA
VSechny pouzité chemikalie musi byt Cistoty p.a. nebo vyssi
4.1 Roztok octanu amonného, 5 % (m/m)

4.2 Roztok chloridu vapenatého, 10 % (m/m)
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4.3
4.4
4.5
4.6
4.7
4.8
4.9
4.10
4.11
4.12

4.13

5.1
5.2
53
5.4
5.5
5.6
5.7
5.8
5.9
5.10
5.11

5.12

Ethanol, 95 % (V/V)

Tetrachlormethan

Diethylether

Roztok p-toluidin-hydrochloridu, 6,8 % (m/m)
Roztok manganistanu draselného, 0,5 mol/l
Kyselina sirova, 20 % (m/m)

Kyselina chlorovodikova, 10 % (m/m)

Octan sodny, trihydrat

Ledova kyselina octova

Kyselina sirova (1:1)

Nasyceny roztok hydroxidu barnatého

PRISTROJE A POMUCKY

Délici nalevky na 500 ml

Kadinky na 50 a 600 ml

Sklenéné filtra¢ni kelimky, G4

Odmémé valce na 25 a 100 ml

Pipety na 10 ml

Odsavacky na 500 ml

Vodni vyvéva

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

Erlenmeyerovy barky na 250 ml
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6. POSTUP

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

6.2 Po oddé€leni fazi se spodni (organickd) vrstva odpusti, extrakce se opakuje
po pfidani reakénich ¢inidel uvedenych v bod€ 6.1 a organicka vrstva se

znovu odpusti.

6.3 Vodnd vrstva se prevede do kadinky na 600ml a piipadny
Tetrachlormethan se odstrani povafenim roztoku.

6.4 Piida se 50 ml roztoku octanu amonného (4.1), roztok se ptivede k varu
(5.9) a za varu se do n€& vmichd 10ml horkého roztoku chloridu
vapenatého (4.2); sraZenina se necha usadit.

6.5 Uplnost vysrazeni se ovéH ptidanim nékolika kapek roztoku chloridu
vapenatého (4.2), roztok se nechd vychladnout na laboratorni teplotu a
poté se do n& vmicha 200 ml ethanolu (4.3); (5.10); necha se 30 minut
stat.

6.6 Supernatant se odfiltruje pfes sklenény filtrani kelimek (5.3), sraZenina
se pfevede do filtra¢niho kelimku pomoci malého mnozZstvi horké vody
(50 az 60 °C) a promyje se studenou vodou.

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

6.8 Roztok se kvantitativné pfevede do Erlenmeyerovy baiiky (5.12) a titruje
se roztokem manganistanu draselného (4.7) do slabé& riiZového zbarveni.

7. VYPOCET

Obsah kyseliny Stavelové ve vzorku vyjadieny v hmotnostnich
procentech se vypoc&te ze vzorce

Ax4,50179x100
E x1000

obsah kyseliny §tavelové v % =

kde

A = spotfeba 0,5 mol/l roztoku manganistanu draselného podle bodu 6.8,
E = navazka vzorku v g (6.1),

4,50179 = prepocitavaci faktor pro kyselinu §t'avelovou.
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8. OPAKOVATELNOST

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

9. KVALITATIVNI STANOVENI
9.1 Princip

Kyselina $tavelova a/nebo §tavelany se vysrazeji jako St'avelan vépenaty
a rozpusti v kyseliné sirové. Do roztoku se pfida malé mnozZstvi roztoku
manganistanu draselného, ktery se odbarvi za vzniku oxidu uhli¢itého.
Projde-li vznikly oxid uhli¢ity roztokem hydroxidu barnatého, vytvoii se
bila srazenina (mléény zakal) uhli¢itanu barnatého.

9.2 Postup

9.2.1 Cast vzorku, ktery ma byt analyzovéan, se podrobi postupu popsanému
v bodech 6.1 a7 6.3; odstrani se tak pfipadné pfitomné detergenty.

9.2.2 K pfiblizné 10 ml roztoku podle bodu 9.2.1 se piida na Spicku Spachtle
octanu sodného (4.10) a roztok se okyseli nékolika kapkami ledové
kyseliny octové (4.11).

9.2.3 Pfidd se 10% roztok chloridu véapenatého (4.2) a roztok se zfiltruje.
SraZenina $t'avelanu véapenatého se rozpusti ve 2 ml kyseliny sirové (1:1)
(4.12).

9.2.4 Roztok se pfevede do zkumavky a po kapkach pfida se asi 0,5 ml

0,5 mol/l roztoku manganistanu draselného (4.7). Za pfitomnosti
§tavelanu se roztok odbarvi, nejprve pomalu a potom rychle.

925 Thned po pfidani roztoku manganistanu draselného se zkumavka uzavie
zatkou s trubi¢kou, obsah se mirn€ zahfeje a vznikly oxid uhlidity se jima
do nasyceného roztoku hydroxidu barnatého (4.13). Vznik mlécného
zakalu uhli¢itanu barnatého béhem 3 az 5 minut indikuje pfitomnost
kyseliny §t'avelové.
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5. KVANTITATIVNI STANOVENI CHLOROFORMU V ZUBNI PASTE

1. ROZSAH A OBLAST POUZITI

Metoda se pouZiva pro kvantitativni stanoveni chloroformu v zubni pasté
plynovou chromatografii. Je vhodna pro stanoveni chloroformu o
koncentraci 5 % nebo niz§i. V soucasné dobé plati zakaz pouZivani
chloroformu v kosmetickych prostfedcich.

2. DEFINICE

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

3. PRINCIP

Zubni pasta se suspenduje ve smesi dimethylformamid/methanol, ke které
se piidd znamé mnozZstvi acetonitrilu jako vnitini standard. Po odstiedéni
se cast kapalné faze analyzuje plynovou chromatografii a vypocte se
obsah chloroformu.

4. POUZITE CHEMIKALIE

Vsechny pouzité chemikalie musi byt ¢istoty p.a. nebo vyssi

4.1 Porapak Q, Chromosorb 101 nebo ekvivalent, 80 aZz 100 mesh
42 Acetonitril

43 Chloroform

4.4 Dimethylformamid

4.5 Methanol

4.6. Roztok vnitiniho standardu

5 ml dimethylformamidu (4.4) se pipetuje do odmémé bariky na 50 ml,
pfida se asi 300 mg acetonitrilu pfesn€ (M mg), doplni se po rysku
dimethylformamidem a promicha.

4.7 Roztok ke stanoveni faktoru relativni odezvy

Ptesné 5 ml roztoku vnitiniho standardu (4.6) se pipetuje do odmérné

bafiky na 10ml a pfidd se asi 300 mg chloroformu pfesné (M; mg).
Doplni se po rysku dimethylformamidem a promicha.
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5. PRISTROJE A POMUCKY

5.1 Analytické vahy

5.2 Plynovy chromatograf s plamenovym ionizacnim detektorem

5.3 Mikrosttikacka na S az 10 pl, d€lené po 0,1 pl

5.4 Nedélené pipetyna 1,4 a 5 ml

5.5 Odmémeé bariky na 10 a 50 ml

5.6 Zkumavky na asi 20 ml se Sroubovym uzavérem, Sovirel Francie €. 20
nebo ekvivalentni. Sroubovy uzavér mé vnitini té€snici plochu potaZzenou
teflonem.

5.7 Odstredivka

6. POSTUP

6.1 Doporucené chromatografické podminky

6.1.1 Material kolony: sklo

délka: 150 cm
vnitini pramér: 4 mm
vnéj§i primér: 6 mm

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

6.1.3 Detektor: plamenovy ioniza¢ni, citlivost se nastavi tak, aby pifi nastfiku
3 ul roztoku 4.7 ¢inila vy$ka piku acetonitrilu asi tfi ¢tvrtiny celé $kaly
zapisovace.

6.1.4 Plyny:

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

Pritok plynti do detektoru se nastavi tak, aby priitok vzduchu nebo
kysliku byl péti- az desetinasobkem pritoku vodiku.

6.1.5 Teplota:
nastiik 210 °C
detektor 210 °C

kolona 175°C
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6.1.6 Rychlost posuvu papiru:
asi 100 cm za hodinu.

6.2 Priprava vzorku

Vzorek k analyze se odebere z dosud neoteviené tuby. Vytlali se jedna
tfetina obsahu, tuba se uzavie, obsah se diikladné promichéa a odebere se

zkuSebni vzorek.
6.3 Kvantitativni stanoveni

6.3.1 Do zkumavky se Sroubovym uzdvérem (5.6) se navadZi spresnosti na
10 mg 6 aZ 7 gramt zubni pasty (M, gramil) podle bodu 6.2 a piidaji se tfi
malé sklenéné kulicky.

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

6.3.3 Uzaviena zkumavka se vloZi na pil hodiny do tiepacky a poté se 15 minut
odstfed’uje pii otackach, pti nichZ dojde ke zfetelnému oddéleni fazi.

Pozndmka: Obgas dojde k tomu, Ze po odstfedéni je kapalnd faze stale
zakalena. Ur¢itého zlepSeni lze dosahnout pfidanim 1 az 2 grami chloridu
sodného ke kapalné fazi a novym odstfedénim po usazeni.

6.3.4 3 ul tohoto roztoku (6.3.3) se nastiiknou za podminek popsanych
v bodé 6.1. Postup se opakuje. Za vy$e uvedenych podminek mohou byt
voditkem tyto retencni ¢asy:

methanol pfiblizné 1 min.,
acetonitril pfiblizné 2,5 min.,
chloroform piiblizn€ 6 min.,
dimethylformamid > 15 min.

6.3.5 Stanoveni faktoru relativni odezvy

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

7. VYPOCET
7.1 Vypocet relativni odezvy
7.1.1 Zméfi se vyska pikd acetonitrilu a chloroformu a jejich $itka v poloving

vySky a jejich plocha se vypocte podle vzorce: vyska x §ifka v poloviné
vysky.
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7.1.2

7.2

7.2.1

7.2.2

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

e _ACM A 110M
*TM,-A, A M,

kde

f= faktor relativni odezvy pro chloroform,

A= plocha piku chloroformu (6.3.5),

A= plocha piku acetonitrilu (6.3.5),

M = mnozstvi chloroformu v mg na 10 ml roztoku podle
bodu 6.3.5 (=M;),

M; = mnoZstvi acetonitrilu v mg na 10 ml roztoku podle

bodu 6.3.5 (=1/10M).
Vypocte se primér z namétenych hodnot.
Vypocet obsahu chloroformu

Postupem podle bodu7.1.1 se vypoéte plocha piki chloroformu a
acetonitrilu v chromatogramu zaznamenaném postupem uvedenym
v bodé 6.3.4.

Obsah chloroformu v zubni pasté se vypo¢te pomoci nésledujiciho vzorce:

%X =2 M 1ggop=— AsM
Mgy A, f.-A;-M,-100
kde
%X = obsah chloroformu v zubni pasté vyjadfeny v hmotnostnich
procentech,
A= plocha piku chloroformu (6.3.4),
i= plocha piku acetonitrilu (6.3.4),
Mgx = hmotnost vzorku podle bodu 6.3.1 v mg (= 1000-My),

= mnoZzstvi acetonitrilu vmg na 10ml roztoku podle
bodu 6.3.2 (=1/10M).

Vypoclte se primér zjist€nych hodnot a vysledek se vyjadii s pfesnosti na
0,1 %.
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OPAKOVATELNOST

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

6. KVANTITATIVNI STANOVENI ZINKU

4.1

4.2

4.3

4.4

4.5

4.6

4.7

ROZSAH A OBLAST POUZIT]

Metoda je vhodnd pro stanoveni zinku pfitomného v kosmetickych
prostiedcich ve formé chloridu, siranu nebo 4-hydroxybenzensulfonatu
zinecnatého, nebo jako kombinace téchto soli.

DEFINICE

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

PRINCIP

Zinek ptfitomny vroztoku se vysrazi vkyselém prostiedi jako
bis(2-methyl-8-oxochinolinat) zine¢naty. Po filtraci se sraZenina ususi a
zvazi.

POUZITE CHEMIKALIE

Vechny pouzité chemikalie musi byt Cistoty p.a. nebo vySsi
Koncentrovany amoniak, 25 % (m/m); d2° = 0,91

Ledova kyselina octova

Octan amonny

2-methylchinolin-8-o0l

Roztok amoniaku, 6 % (m/V)

240 g koncentrovaného roztoku amoniaku (4.1) se pfevede do odmémé
bailky na 1000 ml, doplni se po rysku destilovanou vodou a promicha.

Roztok octanu amonného, 0,2 mol/l

15,4 g octanu amonného (4.3) se rozpusti v destilované vodé, v odmémé
barice na 1000 ml se doplni po rysku a promicha.

Roztok 2-methylchinolin-8-olu
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5 g 2-methylchinolin-8-olu se rozpusti ve 12 ml ledové kyseliny octové,
pievede se destilovanou vodou do odmémé baiiky na 100 ml. Doplni se
po rysku destilovanou vodou a promicha.

5. PRISTROJE A POMUCKY

5.1 Odmeérné bariky na 100 a 1000 ml

5.2 Kadinky na 400 ml

53 Odmérmé valce na 50 a 150 ml

5.4 Délené pipety na 10 ml

5.5 Sklenéné filtraéni kelimky G-4

5.6 Odsavacky na 500 ml

5.7 Vodni vyvéva

5.8 Teplomér se stupnici od 0 do 100 °C

59 Exsikator se vhodnym susSicim prostfedkem a indikatorem vlhkosti, napf.

se silikagelem nebo rovnocennym susicim prostfedkem

5.10 Su$arna nastavena na teplotu 150 + 2 °C

5.11 pH-metr

5.12 Topna deska

5.13 Filtraéni papir Whatman ¢.4 nebo ekvivalentni

6. POSTUP

6.1 Do kadinky na 400ml se navazi 5 az 10g (M grami) piesné

analyzovaného vzorku, ktery obsahuje asi 50 az 100 mg zinku, pfida se
50 ml destilované vody a promicha.

6.1.1 Smés se podle potfeby zfiltruje pomoci vyvevy a filtrat se zachyti.

6.1.2 Extrakce se opakuje s dalsimi 90 ml destilované vody. Zfiltruje se a
filtraty se spoji.

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

6.3 Smés se zfedi 150 ml destilované vody, ohfeje na 60°C (5.12) a za stalého
michani se pfida 45 ml roztoku 0,2 mol/l octanu amonného (4.6).

6.4 pH roztoku se za stalého michani upravi na 5,7 az 5,9 ptidanim 6 %
roztoku amoniaku (4.5); pH roztoku se méti pH-metrem.
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6.5 Roztok se ponechd 30 minut stat. Poté se zfiltruje pomoci vodni vyvévy
ptes filtra¢ni kelimek G-4, pfedem usuSeny (150 °C) a po vychladnuti
zvazeny (M, grami); sraZenina se promyje 150 ml destilované vody
ohtaté na 95 °C.

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

6.7 Kelimek se vyjme ze suSarny, vloZi se do exsikatoru (5.9) a po
vychladnuti na laboratorni teplotu se zvazi (M; gram).

7. VYPOCET

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

v gingy = M1 = Mo)x17,12

M
kde
= hmotnost vzorku odebraného podle bodu 6.1 v g,
My = hmotnost prazdného suchého filtraéniho kelimku (6.5) v g,
M, = hmotnost filtra¢niho kelimku se sraZeninou (6.7) v g.
8. OPAKOVATELNOST

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

0,1 %.

7. KVALITATIVNf A KVANTITATIVNI STANOVENI  KYSELINY
4-HYDROXYBENZENSULFONOVE

1. ROZSAH A OBLAST POUZITI

Metoda je  vhodnd pro dikaz a  stanoveni  kyseliny
4-hydroxybenzensulfonové v kosmetickych  prosttedcich,  napf.
v aerosolech a v plet'ovych lotionech.
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2. DEFINICE

Obsah kyseliny 4-hydroxybenzensulfonové ve vyrobku stanoveny touto
metodou se vyjddii v  hmotnostnich procentech jako bezvody
4-hydroxybenzensulfonat zine¢naty.

3. PRINCIP
Zkusebni vzorek se zahusti za sniZzen¢ho tlaku, rozpusti se ve vodé a
precisti extrakci chloroformem. Kyselina 4-hydroxybenzensulfonova se
stanovi jodometricky v alikvotnim podilu zfiltrovaného vodného roztoku.

4. POUZITE CHEMIKALIE

Vsechny pouzité chemikalie musi byt ¢istoty p.a. nebo vyssi

4.1 Koncentrovana kyselina chlorovodikova, 36 % (m/m), (d2° = 1,18)
4.2 Chloroform

4.3 Butan-1-ol

4.4 Ledova kyselina octova

4.5 Jodid draselny

4.6 Bromid draselny

4.7 Uhli¢itan sodny

4.8 Kyselina sulfanilova

4.9 Dusitan sodny

4.10 Roztok bromi¢nanu draselného, 0,6 mol/l

4.11 Roztok thiosiranu sodného, 0,2 mol/l

4.12 Vodny roztok Skrobu, 1 % (m/V)

4.13 Vodny roztok uhli¢itanu sodného, 2 % (m/V)

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

4.15 Roztok dithizonu v chloroformu, 0,05 % (m/V)

4.16 Mobilni faze: butan-1-ol/ledova kyselina octova/voda (4:1:5 V/V/V);

po smichéni v délici nalevce se spodni vrstva odstrani.
4.17 Paulyho ¢inidlo

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

4.18 Hotové celulézové desky pro chromatografii na tenké vrstve; velikost
20x20 cm, tloust’ka vrstvy sorbentu 0,25 mm.

5. PRISTROJE A POMUCKY

5.1 Banky na 100 ml s kulatym dnem a se zabrousenou zatkou
5.2 Délici nalevka na 100 ml

53 Erlenmeyerova batika se zabrusem 250 ml

54 Byreta na 25 ml

5.5 Ned¢lené pipetyna 1,2 a 10 ml

5.6 Délena pipeta na 5 ml

5.7 Mikrosttikac¢ka na 10 pl délend po 0,1 pl

5.8 Teplomér se stupnici od 0 do 100 °C

5.9 Vodni lazen s vyhfivanim

5.10 SuSarna s nucenou ventilaci nastavena na teplotu 80 °C
5.11 Obvyklé vybaveni pro chromatografii na tenké vrstvé
6. PRIPRAVA VZORKU

V niZe popsané metod¢ pro kvalitativni a kvantitativni stanoveni kyseliny
hydroxybenzensulfonové v aerosolech lze vyuZit zbytku ziskaného poté,
co se z aerosolove nadobky odpusti rozpoustédla a hnaci plyny, které se za
normalniho tlaku odpafi.

7. KVALITATIVNI STANOVENI

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

7.2 Deska se umisti do vyvijeci komory obsahujici mobilni fazi (4.16) a vyviji
se, dokud Eelo rozpoustédla nedosahne 15 cm od startovaci linie.

7.3 Deska se vyjme zlazné a susi se pfi 80 °C, dokud nezmizi zapach
kyseliny octové. Deska se postiika roztokem uhli¢itanu sodného (4.13) a
susi se na vzduchu.
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7.4 Jedna polovina desky se zakryje sklenénou deskou a nezakryta Cast se
postiika 0,05% roztokem dithizonu (4.15). Vznik purpurové Cervenych
skvrn na chromatogramu indikuje pfitomnost zine¢natych iontd.

7.5 Postikana ¢ast desky se piikryje sklenénou deskou a zbyvajici Cast se
skropi Paulyho Cinidlem 4.17). Pritomnost kyseliny
4-hydroxybenzensulfonové je indikovana vznikem Zlutohnédé skvrmy
s hodnotou Ry kolem 0,26, zatimco Zluta skvrna s hodnotou Ry asi 0,45 na
chromatogramu indikuje pfitomnost kyseliny 3-hydroxybenzensulfonové.

8. KVANTITATIVNI STANOVENI

8.1 Do batiky na 100 ml s kulatym dnem se navazi 10 g vzorku nebo zbytku
(6) a odpaii se téméf do sucha ve vakuu v rotaéni odparce umisténé na
vodni 1azni pii 40 °C.

8.2 Do lahve se odpipetuje 10,0 ml vody (Vi ml) a odparek (8.1) se zahfatim
rozpusti.
8.3 Roztok se kvantitativné pievede do délici nélevky (5.2) a extrahuje se

dvakrat vzdy 20ml chloroformu (4.2). Po kazdé extrakci se
chloroformova faze odstrani.

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

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

8.6 Z byrety se ptipousti 0,6 mol/l roztok bromi¢nanu draselného (4.10),
dokud se roztok pii 50 °C nezbarvi zlut€.

8.7 Pridaji se dalsi 3 ml roztoku bromi¢nanu draselného (4.10), barka se
uzavie a neché stat 10 minut na vodni lazni pii 50 °C.

JestliZze se béhem 10 minut roztok odbarvi, piidaji se dalsi 2,0 ml roztoku
bromi¢nanu draselného (4.10), baiika se uzavie a zahiiva 10 minut na
vodni lazni pti 50 °C. Zaznamena se celkové mnozZstvi pfidaného roztoku
bromiénanu draselného (a).

8.8 Roztok se ochladi na laboratorni teplotu, pfidaji se 2 g jodidu draselného
(4.5) aroztok se zamicha.

8.9 Uvolnény jod se titruje 0,2 mol/l roztokem thiosiranu sodného (4.11). Ke
konci titrace se pfida nékolik kapek roztoku skrobu (4.12) jako indikatoru.
Zaznamena se spotfebovany objem roztoku thiosiranu (b).
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10.

11.

VYPOCET

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

(% m/m) hydroxybenzensulfonatu zine¢natého

_ (a=b)xV,x0,00514x100
mxV,

kde

a= celkové mnozstvi pfidaného 0,6 mol/l roztoku bromi¢nanu draselného
(8.7) v mililitrech,

b= celkové mnozstvi 0,2 mol/l roztoku thiosiranu sodného
spotfebovaného pii zpétné titraci (8.9),

m = mnozstvi analyzovaného vzorku nebo zbytku (8.1) v mg,
V)= objem roztoku ziskaného podle bodu (8.2) v mililitrech,

V,= objem rozpusté€ného zbytku po odpareni pouZzitého k analyze (8.4)
v mililitrech.

Pozndamka: P analyze aerosoldi musi byt vysledek stanoveni
v hmotnostnich procentech % (m/m) zbytku (6) piepoéten na pivodni
vyrobek. Za timto u€elem viz pravidla odbéru aerosold.

OPAKOVATELNOST

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

INTERPRETACE VYSLEDKU

Podle vyhlaSky Ministerstva zdravotnictvi €. 26/2001 Sb., o hygienickych
poZadavcich na kosmetické prostiedky, o nalezitostech Zadosti o neuvedeni
ingredience na obalu kosmetického prosttedku a o pozZadavcich na vzdélani
a praxi fyzické osoby odpov€dné za vyrobu kosmetického prostiedku a
hodnoceni bezpeénosti kosmetického prostiedku pro zdravi fyzickych osob
(o kosmetickych prostiedcich) je nejvy$8§i povolend koncentrace
4-hydroxybenzensulfonatu  zine¢natého v pletovych lotionech a
v deodorantech 6 % (m/m). To znamend, Ze vedle obsahu kyseliny
hydroxybenzensulfonové musi byt stanoven i obsah zinku. Vynasobenim
vypo¢teného obsahu hydroxybenzensulfonatu zine¢natého (9) faktorem
0,1588 se ziska minimalni obsah zinku v % (m/m), ktery musi byt teoreticky
pfitomen ve vyrobku sohledem na stanoveny obsah kyseliny
hydroxybenzensulfonové. Skuteény, gravimetricky stanoveny obsah zinku
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(viz prislusné piedpisy) vSak mize byt vyssi, nebot’ kosmetické prostredky
mohou obsahovat také chlorid zine€naty a siran zine¢naty.

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

ROZSAH A OBLAST POUZITI

Jodometrické stanoveni peroxidu vodiku v kosmetice je mozné pouze za
nepiitomnosti jinych oxidaénich ¢inidel, vytvafejicich jod z jodidli. Z tohoto divodu
je pred jodometrickym stanovenim peroxidu vodiku nutné zjistit a identifikovat
jakakoli jina pfitomné oxida¢ni ¢inidla. Toto kvalitativni stanoveni se déli do dvou
fazi; prvni zahmuje peroxodisirany, bromi¢nany a peroxid vodiku, druhd peroxid
barnaty.

A.KVALITATIVNI STANOVENI PEROXODISIRANU, BROMICNANU A
PEROXIDU VODIKU

1. PRINCIP

Peroxodisiran sodny, peroxodisiran draselny a peroxodisiran amonny,
bromi¢nan draselny, bromiénan sodny a peroxid vodiku — bez ohledu na
to, zda pochazi ¢i nepochazi z peroxidu barnatého — se identifikuji pomoci
sestupné papirové chromatografie, pfi které se pouziva dvou mobilnich
fazi.

2. POUZITE CHEMIKALIE

V3echny pouzité chemikalie musi byt Cistoty p.a. nebo vyssi

2.1 0,5% (m/V) vodné referenéni roztoky nasledujicich sloucenin:
2.1.1 Peroxodisiran disodny

2.1.2 Peroxodisiran didraselny

2.13 Peroxodisiran diamonny

2.1.4 Bromi¢nan draselny

2.15 Bromi¢nan sodny

2.1.6 Peroxid vodiku
2.2 Mobilni faze A, 80% (V/V) ethanol

2.3 Mobilni faze B, benzen — methanol — 3-methyl-butan-1-o0l — voda (34 : 38
: 18 : 10, V/V/V/V)

2.4 Detekéni €inidlo A, 10% (m/V) vodny roztok jodidu draselného
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2.5 Detekéni ¢inidlo B, 1% (m/V) vodny roztok skrobu

2.6 Detekéni ¢inidlo C, 10% (m/m) kyselina chlorovodikova

2.7 4 mol/l kyselina chlorovodikova

3. PRISTROJE A POMUCKY

3.1 Chromatograficky papir (papir Whatman ¢.3 nebo ¢.4 nebo jejich
ekvivalenty)

3.2 Mikropipetana 1 pl

3.3 Odmeémé barky na 100 ml

3.4 Skladané filtry

3.5 Zatizeni pro sestupnou papirovou chromatografii

4. PRIPRAVA VZORKU

4.1 Prostiedky rozpustné ve vodé

Od kazdého vzorku se pfipravi dva roztoky rozpusténim 1g a Sg
prostiedku ve 100 ml vody. 1 ul kazdého z téchto roztokl se pouzije pro
provedeni papirové chromatografie popsané v oddile 5.

4.2 Prostredky ¢asteéné rozpustné ve vodé

NavazZi se 1 ga 5 g vzorku a rozptyli se v 50 ml vody, v obou piipadech se
doplni vodou na 100 ml a promichaji se. Ob& suspenze se prefiltruji pies
skladany filtr (3.4) a z kazdého z filtratd se pouZije 1 ul pro provedeni
papirové chromatografie popsané v oddile 5.

422 Jest€¢ jednou se piipravi dv€ suspenze vzorkd rozptylenim 1g a 5g
v 50ml vody, okyseli se zfedénou kyselinou chlorovodikovou (2.7),
doplni se vodou na 100 ml a promichaji se. Disperze se prefiltruji pies
skladany filtr (3.4) a 1 pul kazdého z téchto roztokdl se pouZije pro
provedeni papirové chromatografie popsané v oddile 5.

43 Krémy

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

5. POSTUP

5.1 Pfiméfené mnoZstvi rozpoustédel A (2.2) a B (2.3) se umisti do dvou
oddélenych chromatografickych komor, aby se provedla sestupna
papirova chromatografie. Chromatografické komory se syti parami
rozpoustédla alesponi 24 hodin.



Strana 9612 Sbirka zikont & 494 / 2005 Castka 172

52 1 pl roztoku vzorku a vSech referenénich roztokd pfipravenych podle
oddilu4 a bodu2.]1 se nanese na startovni body prouzku
chromatografického papiru (Whatman ¢.3 nebo ckvivalentni) 40 cm
dlouhého a 20 cm Sirokého (3.1) nebo jinych vhodnych rozméri a
rozpoustédlo se neché odpafit na vzduchu.

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

5.4 Postup popsany vbodech 5.2 a 53 se provede stejn€ s pouZitim
chromatografického papiru (Whatman ¢&. 4 nebo ekvivalentni) (3.1) a
mobilni faze B. Chromatografie probiha, dokud d&elo rozpoustédla
nepostoupi o 35 cm (asi pét hodin).

5.5 Po ukonéeni vyvijeni se chromatogramy vyjmou a usu$i se na vzduchu.
5.6 Skvrny se objevi po nasledném postiikani:
5.6.1 detekénim Cinidlem A a kratce poté detekénim &inidlem B (2.5). Skvrny

peroxodisirand se na chromatogramu objevi nejdfive a budou je
nasledovat skvrmy peroxidu vodiku. Skvrmy se oznaci tuzkou;

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

5.7 Za vySe zminénych podminek vztahujicich se k vyvijecim rozpoustédlim

A (2.2) a B (2.3) jsou hodnoty Ry referen¢nich latek (2.1) ptiblizné
nasledujici:

Mobilni faze A (2.2) Mobilni faze B (2.3)

Peroxodisiran sodny 0,40 0,10
Peroxodisiran draselny 0,40 0,02 + 0,05
Peroxodisiran amonny 0,50 0,10+ 0,20
Bromi¢nan sodny 0,40 0,20
Bromicnan draselny 0,40 0,10+ 0,20

Peroxid vodiku 0,80 0,80
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B. KVALITATIVNI STANOVENI PEROXIDU BARNATEHO
1. PRINCIP

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

— v nepiitomnosti peroxodisirant (A) pfidavkem zfedéné kyseliny sirove
do &asti kyselého roztoku vzorku (B.4.1), ¢imZ vznikne bila
sraZenina siranu barnatého. P¥itomnost barnatych iontti ve vzorku
(B.4.1) se opét potvrdi papirovou chromatografii zplsobem
popsanym niZe (B.5),

— ve vzorcich, ve kterych jsou peroxid barnaty a peroxodisirany
pfitomny soucasné (B.4.2), vylouZenim zbytku z roztoku (B.4.2)
v alkalickém prostiedi; po rozpuSténi taveniny (B.4.2.3)
v kyseliné chlorovodikové se pritomnost barnatych ionti potvrdi
papirovou chromatografii a/nebo vysraZenim siranu barnatého.

2. REAKCNI CINIDLA

2.1 Methanol

2.2 Koncentrovana kyselina chlorovodikova, 36% (m/m)

2.3 Kyselina chlorovodikova, 6 mol/l

2.4 Kyselina sirova, 8§ mol/l

2.5 Disodna sl kyseliny rhodizonové

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

2.7 Bezvody uhliditan sodny

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

2.9 Mobilni faze methanol — koncentrovana kyselina chlorovodikova

(koncentrace 36 %) — voda (80 : 10 : 10 ,V/V/V)

2.10 Detekéni ¢inmidlo, 0,1% (m/V) vodny roztok disodné soli kyseliny
rhodizonové, pfipravuje se bezprostiedné pied pouzitim

3. PRISTROJE A POMUCKY

3.1 Mikropipeta na 5 ul

3.2 Platinové kelimky

3.3 Odmeérné bariky na 100 ml



Strana 9614 Sbirka zikont & 494 / 2005 Castka 172

3.4 Chromatograficky papir Schleicher a Schull 2043 b nebo ekvivalentni.
Papir se vy¢isti tak, Ze se pies noc necha vyvijet v komote pro sestupnou
chromatografii (A.3.5), obsahujici mobilni faze, a poté se ususi.

3.5 Skladany filtra¢ni papir

3.6 Obvyklé zatizeni pro provadéni vzestupné papirové chromatografie

4. PRIPRAVA VZORKU

4.1 Prostiredky, ve kterych nejsou pfitomny peroxodisirany

4.1.1 2 g prostiedku se rozptyli v 50 ml vody a pH suspenze se upravi piiblizné

na hodnotu 1 kyselinou chlorovodikovou (B.2.3).

4.1.2 Suspenze se pomoci vody ptevede do odméme baiiky na 100 ml, doplni se
po rysku vodou a promicha se. Tato suspenze se pouZije pro analyzu
papirovou chromatografii popsanou v oddile 5 a pro kvalitativni stanoveni
barya vysraZzenim siranu.

4.2 Prostiedky, ve kterych jsou piitomny peroxodisirany
4.2.1 2 g prostfedku se rozptyli ve 100 ml vody a prefiltruje se.
422 K vysuSenému zbytku se ptidd mnoZstvi uhli¢itanu sodného odpovidajici

sedmi a7z desetinasobku hmotnosti zbytku (B.2.7), promicha se a smés se
pil hodiny tavi v platinovém kelimku (B.3.2).

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

424 Zbytek z taveniny se rozpusti v kyseliné chlorovodikové (B.2.3) a doplni
se vodou na 100 ml. Tento roztok se pouZije pro analyzu papirovou
chromatografii popsanou v oddile 5 a pro kvalitativni stanoveni barya
vysraZenim siranu.

5. POSTUP

5.1 Pfiméfené mnozstvi mobilni faze (B.2.9) se umisti do komory pro
vzestupnou chromatografii a komora se syti alesponi 15 hodin.

5.2 Na chromatograficky papir — pfedem upraven¢ho tak, jak je popsano
v bodé B.3.4 — se nanese do tii startovnich bodt 5 ul kazdého z roztokt
pfipravenych podle bodti B.4.1.2 a B.4.2.4 a standardni roztok B.2.8.

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

5.4 Chromatogram se vyjme z komory a ususi na vzduchu.
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5.5 Skvrny na chromatogramu se objevi po postiikani papiru detekénim
¢inidlem B.2.10. V pfitomnosti barya se na chromatogramu objevi
¢ervené skvrny s hodnotou Ry asi 0,10.

C. KVANTITATIVNI STANOVENI PEROXIDU VODIKU
1. PRINCIP
Jodometrické stanoveni peroxidu vodiku je zaloZeno na nasledujici reakcei:
H,0, +2H" +2I" -1, +2H,0

Tato konverze probihd pomalu, miZe vSak byt urychlena pfiddnim
molybdenanu amonného. Vznikly jod se stanovi titraén& thiosiranem
sodnym a je mirou obsahu peroxidu vodiku.

2. DEFINICE

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

3. POUZITE CHEMIKALIE

VSechny pouZité chemikalie musi byt Cistoty p.a. nebo vyssi

3.1 Kyselina sirova, 4 mol/l

32 Jodid draselny

33 Molybdenan amonny

3.4 Thiosiran sodny, 0,2 mol/l

3.5 Roztok jodidu draselného,10% (m/V), pfipravuje se bezprostiedné pied
pouZitim

3.6 Roztok molybdenanu amonného, 20% (m/V)

3.7 Roztok 8krobu, 1% (m/V)

4. PRISTROJE A POMUCKY

4.1 Kadinky na 100 ml

4.2 Byreta na 50 ml

43 Odmeérné bariky na 250 ml

4.4 Odmémé valce na 25 a 100 ml

4.5 Nedélené pipety na 10 ml
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4.6 Erlenmeyerovy bariky na 250 ml
5. POSTUP
5.1 Do 100 ml kadinky se navazi asi 10g (m grami) vzorku piesné,

obsahujiciho asi 0,6 g peroxidu vodiku. Obsah se pomoci vody pievede do
odmérné bariky na 250 ml, doplni se po rysku vodou a promicha se.

5.2 10 ml roztoku vzorku (5.1) se odpipetuje do Erlenmeyerovy baiiky na
250 ml (4.6) a postupné se piidda 100 ml 4 mol/l kyseliny sirové (3.1),
20 ml roztoku jodidu draselného (3.5) a ti1 kapky roztoku molybdenanu
amonného (3.6).

53 Vznikly jod se okamzité titruje 0,2 mol/l roztokem thiosiranu sodného
(3.4) a tésné pred dosazenim bodu ekvivalence se pfida n€kolik mililitrd
roztoku Skrobu (3.7) jako indikatoru. Zaznamena se spotieba 0,2 mol/l
roztoku thiosiranu sodného (3.4) v mililitrech (V).

5.4 Zptusobem popsanym v bodech 5.2 a 5.3 se provede slepy pokus, pfi¢emzZ
se nahradi 10 ml roztoku vzorku 10 ml vody. Zaznamena se spotieba 0,1N
roztoku thiosiranu sodného na slepy pokus (Vo v ml).

6. VYPOCET

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

(V = V) x ,7008 x 250 x 100
m x 10 x1000

% peroxidu vodiku =

(V- V,) x 4,252

m
ve kterém:
m= mnoZstvi analyzovaného vzorku (5.1) v g,
Vo= spotfeba 0,2 mol/l roztoku thiosiranu sodného na slepy pokus
(5.4) v mililitrech,
V= spotifeba 0,2 mol/l roztoku thiosiranu sodného pfi titraci roztoku

vzorku (5.3) v mililitrech.
7. OPAKOVATELNOST

Pro vyrobky obsahujici asi 6 % (m/m) peroxidu vodiku nesmi rozdil mezi
vysledky dvou paralelnich stanoveni na stejném vzorku ptekrocit
absolutni hodnotu 0,2 %.
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9. KVALITATIVNI A SEMIKVANTITATIVNI STANOVENiI URCITYCH

OXIDACNICH BARVIV V BARVACH NA VLASY

1. ROZSAH A OBLAST POUZITI

Tato metoda je vhodna pro kvalitativni a semikvantitativni stanoveni
nasledujicich latek v barvéach na vlasy ve form€ krému nebo kapaliny:

Latky Symbol
Fenylendiaminy
o-fenylendiamin (OPD)
m-fenylendiamin (MPD)
p-fenylendiamin (PPD)
Methylfenylendiaminy
4-methyl-1,2-fenylendiamin (toluen-3,4-diamin) (OTD)
4-methyl-1,3-fenylendiamin (toluen-2,4-diamin) (MTD)
2-methyl-1,4-fenylendiamin (toluen-2,5-diamin) (PTD)
Diaminofenoly
2,4-diaminofenol (DAP)
Hydrochinon
Benzen-1,4-diol (H)
a-naftol (o=N)
Pyrogallol
Benzen-1,2,3-triol ®

Resorcinol

Benzen-1,3-diol

(R)
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2. PRINCIP

Oxidaéni barviva se extrahuji z barev ve formé& krému nebo kapaliny pii
pH 10 96% ethanolem a identifikuji se jedno- nebo dvourozmémou
chromatografii na tenké vrstve.

K semikvantitativnimu stanoveni téchto latek se chromatogram vzorki
porovna pomoci Etyf vyvijecich systémi s chromatogramy referencnich
latek vyvijenymi soudasné a za co nejpodobnéjsich podminek.

3. POUZITE CHEMIKALIE

Vsechny pouZité chemikalie musi byt Cistoty p.a. nebo vyssi

3.1 Ethanol, bezvody

3.2 Aceton

33 Ethanol, 96 % (V/V)

3.4 Roztok amoniaku, 25 % (d3° = 0,91)
3.5 L-(+)-askorbova kyselina

3.6 Chloroform

3.7 Cyklohexan

3.8 Dusik, technicky

3.9 Toluen

3.10 Benzen

3.11 Butan-1-ol

3.12 Butan-2-ol

3.13 Kyselina fosforna, 50% roztok (V/V)
3.14 Diazota¢ni ¢inidlo. Bud”

— 3-nitro-1-benzendiazonium-chlorbenzensulfonat (ve forme stabilni
soli), jako napft. v ¢erveni 2 JN — Francolor,

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

nebo ekvivalentni.
3.15 Dusi¢nan stiibrny

3.16 p-dimethylaminobenzaldehyd
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3.17 2,5-dimethylfenol

3.18 Chlorid Zelezity, hexahydrat

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

3.20 Standardy
Standardy jsou slou€eniny uvedené v oddile 1 ,,Rozsah a oblast pouZiti‘.
V ptipadé aminoslouCenin musi byt standardni sloucenina bud’ ve formé
hydrochloridu (mono nebo di), nebo jako volna baze.

3.21 Standardni roztoky 0,5 % (m/V)

Ptipravi se 0,5% roztoky (m/V) standardd uvedenych v bod¢ 3.20.

Navazi se 50 = 1 mg standardu do odmémé baiiky na 10 ml.

Prida se 5 ml 96% ethanolu (3.3) a 250 ml kyseliny askorbové (3.5).
Roztok se alkalizuje pifidanim roztoku amoniaku (3.4) na hodnotu pH 10
(zjist'uje se indikatorovym papirkem).

Doplni se na 10 ml 96 % ethanolem (3.3) a promicha.

Roztoky je moZno uchovavat po dobu jednoho tydne v chladu a temnu.

V nékterych pfipadech miize po ptidani askorbové kyseliny a roztoku
amoniaku vzniknout sraZenina. Pfed dal$im postupem je tfeba ji nechat
usadit.

3.22 mobilni faze

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

3.22.2 Chloroform - cyklohexan — ethanol - 25% roztok amoniaku
(80:10:10:1, VIV/V/V)

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

3.224 n-butanol — chloroform — ¢inidlo M (7 : 70 : 23, V/V/V). Faze se peclive

dekantuji pti pokojové teploté (20 az 25 °C) a pouZije se spodni faze.

Priprava ¢inidla M
Roztok amoniaku, 25 % (V/V) 24 objemovych jednotek
Kyselina fosforna, 50 % (3.13) 1 objemova jednotka

Voda 75 objemovych jednotek
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Poznamka:

Mobilni faze obsahujici amoniak je tfeba bezprostfedné pied pouZitim

dobie prottepat.
3.23 Detekéni €inidla
3.23.1 Diazotacni éinidlo

PHipravi se 5% (m/V) vodny roztok zvoleného ¢inidla (3.14). Tento roztok
se musi pfipravit bezprostiedné pfed pouZitim.

3.23.2 Ehrlichovo é&inidlo

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

3233 2,5-dimethylfenol — hexahydrat chloridu Zeleziteho

Roztok 1: Rozpusti se 1 g dimethylfenolu (3.17) ve 100 ml 96% ethanolu
(3.3).

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

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

3234 Amoniakalni dusi¢nan stFibrny

25% amoniak (3.4) se pfidava k 5% (m/V) vodnému roztoku dusi¢nanu
stfibrného (3.15), aZ se sraZenina pravé rozpusti. Toto reakéni €inidlo se
pfipravuje bezprostiedné pied pouzitim. Nelze jej uchovavat.

4. PRISTROJE A POMUCKY
4.1 Obvyklé laboratorni vybaveni pro chromatografii na tenké vrstve.
4.1.1 Plastovy nebo sklenény kryt konstruovany tak, aby chromatografickou

desku béhem nanaseni skvrn a suSeni mohl obtékat dusik. Toto opatieni je
nezbytné vzhledem k nachylnosti ur¢itych barviv k oxidaci.

4.1.2 Mikrostiikacka na 10 ul, délena po 0,2 pl, sjehlou srovnym koncem,
nebo 1épe davkova¢ na 50 pl uchyceny v drzaku tak, aby deska mohla byt
udrZovéna pod atmosférou dusiku.

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

42 Odstfedivka, 4000 ot./min.



Castka 172 Sbirka zikont & 494 / 2005 Strana 9621

4.3 Centrifugaéni zkumavky na 10 ml se Sroubovacimi uzavéry potaZenymi
PTFE nebo ekvivalentni.

5. POSTUP
5.1 Priprava vzorkt k analyze
Prvni 2 az 3 cm krému vytlaéeného z tuby se odstrani.

Do centrifugaéni zkumavky (4.3) pfedem proplachnuté dusikem se
pfevede: 300mg kyseliny askorbové se 3g krému nebo 3g
homogenizované kapaliny.

Piidava se po kapkach 25 % amoniak (3.4) aZ pH dosadhne hodnoty 10.
Doplni se na 10 ml 96 % ethanolem (3.3).

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

PouZije se supernatant.
52 Chromatografie
5.2.1 Nanaseni na desku

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

Referencni latky se nanaseji v tomto uspofadani:

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

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

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

522 Vyvijeni

Deska se vloZi do komory pfedem proplachnuté dusikem (3.8) a nasycené
jednim ze C&tyf rozpoustédel (3.22) a necha se vyvijet pfi laboratorni
teplot¢ (20 az 25°C) ve tmé, dokud celo rozpoustédla nedosdhne
vzdélenosti asi 15 cm od startovaci linie.

Deska se vyjme a usu$i pod atmosférou dusiku (3.8) pii laboratorni
teploté.
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523 Vyvoldani
Deska se postiikd odpovidajicim detekénim ¢inidlem uvedenym v bodé
3.23.

52.4 Kvalitativni stanoveni

Porovnaji se hodnoty Rf a barvy skvrn vzorku a chromatografovanych
referencnich latek.

V tabulce 1 jsou uvedeny piiklady hodnot Rra barev skvrn pro jednotlivé
latky v zavislosti na pouzitém rozpoustédle a indikatoru.

Nejisty diikaz je n€kdy moZno potvrdit metodou standardniho piipravku.
525 Semikvantitativni odhad

Intenzita skvrn jednotlivych latek identifikovanych vbodé 5.2.4 se
porovnava vizualné s odpovidajicim rozsahem koncentraci standardnich
latek.

Pfi nadmémeé vysoké koncentraci jedné nebo vice latek nalezenych ve
vzorku se extrakt vzorku zfedi a méfeni se opakuje.

TABULKA 1
Hodnoty Ry a barvy ziskané bezprostfedné po vyvolani
Mobilni faze Mobilni faze
Standard Hodnoty R¢ Vysledné barvy
(3.20) . . .
Diazo Ehrlich | Dimethyl- | AgNO;
(3.22.1) | 3.222) | 3.223) | (3.22.4) fenol
(3.23.1) | (323.2) | (3.233) | (3.234)
OPD 0,62 0,60 0,30 0,57 svétle — — svétle
hnéda hnéda
MPD 0,40 0,60 0,47 0,48 fialové Zluta svétle svétle
hnéda () hnéda hnéda
PPD 0,20 0,50 0,30 0,48 hnéda jasné . fialova Seda
gervena ()
OTD 0,60 0,60 0,53 0,60 | hneda ()| svetle svétle sedavé
oranzova | hnéda hnéda
MTD 0,40 0,67 0,45 0,60 |cCervenavé | Zluta hnéda Cerna
hnéda ()
PTD 0,33 0,65 0,37 0,70 hnédd | oranové |fialova (*)| Sedd
DAP 0,07 — 0 0,05 | hneda (*) | oranZové | fialova | hnéda
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H 0,50 0,35 0,80 0,20 — oranova | fialovd | &erna (*)
aN 09 | 080 | 09 | 075 |oranfové| — |fialova()| Cemd
hnéda
P 0,37 —_ 0,67 0,05 hnéda velmi velmi | hnada (*)
svétle svétle

fialova hnéda

R 0,50 0,37 0,80 0,17 oranzova svétle velmi svétle
) fialova | svétle | hnédd
hnéda
Poznimka
1. OPD se ukazuje pouze slab€; musi se pouZit rozpoustédlo (3.22.3), aby se jasné odli§il od OTD.

2. (") Oznacuje nejlépe vyvolané barvy.

6. ZKOUSKA DVOUROZMERNOU CHROMATOGRAFIf NA TENKE
VRSTVE

Tato metoda dvourozmémé chromatografie vyZaduje pouziti dalSich
standardi a reak¢nich ¢inidel.

6.1 Dalsi standardy a Cinidla
6.1.1 B-naftol (3-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-fenylendiamin (2-NPPD)
6.1.6 4-nitro-1,2-fenylendiamin (4-NOPD)

Pripravi se 0,5 % (m/V) roztoky v8ech dal$ich standardii zplisobem
popsanym v bodé 3.21.

6.2 Dal§i mobilni faze
6.2.1 Ethylacetat — cyklohexan — 25 % roztok amoniaku (65 : 30 : 0,5, V/V/V)
6.3 Dalsi detekcni systém

Do vyvijeci komory pro chromatografii na tenké vrstvé se vloZi sklenéna
nadobka, pfidaji se asi 2 g krystalického jodu a komora se uzavie
odpovidajicim vikem.
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6.4 Chromatografie

6.4.1 Podle obrazku 6 se na desce pro chromatografii na tenké vrstvé (4.1.3)
vyznaéi na strané s adsorbentem dvé linky.

6.4.2 V dusikové atmosfére (4.1.1) se nanese 1 aZ 4 ul extraktu (5.1) do
zékladniho bodu 1 (obr. 6), ktery leZi asi 2 cm od obou okrajii. MnoZstvi
extraktu zavisi na intenzité skvrn na chromatogramech podle bodu 5.2.

6.4.3 Mezi body 2 a 3 (obr. 6) se nanesou oxida¢ni barviva identifikovana nebo
pokladand za identifikovana podle bodu 5.2 (vzdilenost mezi body je
1,5 cm). Nanasi se 2 pl kazdého referenéniho roztoku — kromé DAP, ktery
je nutno nanést v objemu 6 pl. NanaSeni se provadi v atmosféfe dusiku
(6.4.2).

6.4.4 Postup podle bodu 6.4.3 se opakuje v zdkladnich bodech 4 a 5 (obr. 6) a
deska se uchovava pod dusikem a7 do zahajeni vyvolavani
chromatogramu (vzdalenost mezi body je 1,5 cm).

6.4.5 Chromatografickd komora se proplachne dusikem (3.8) a umisti se do ni
vhodné mnoZstvi mobilni faze 3.22.2. Deska (6.4.4) se vlozi do komory a
vyviji se ve tmé& v prvnim vyvijecim sméru (obr. 6).

Vyviji se, dokud &elo rozpoustédla nedosahne linie vyznacené na desce
(pfiblizné 13 cm).

6.4.6 Deska se z komory vyjme a umisti do jiného chromatografické komory,
piedem proplachnuté dusikem, aby se vyvijeci rozpoustédlo odpafovalo
alesponi 60 minut.

6.4.7 Pomoci délené zkumavky se do komory pfedem proplachnuté dusikem
(3.8) vnese vhodné mnoZstvi mobilni faze (6.2), do komory se vloZi deska
otodené 0 90° (6.4.6) a chromatogram se vyviji ve druhém sméru (opét ve
tmé&), dokud &elo rozpous$tédla nedosdhne linie vyznaené na strané
s adsorbentem. Deska se vyjme z komory a rozpou$tédlo se necha odpafit
na vzduchu.

6.4.8 Deska se na 10 minut umisti do chromatografické komory obsahujici pary
jodu (6.3) a dvourozmémy chromatogram se interpretuje s vyuZitim
hodnot Ry a barev sou¢asné chromatografovanych standardii (hodnoty Rra
barvy skvrn jsou uvedeny v tabulce II).

Poznamka

Nejlepsiho vybarveni skvin se dosahne tehdy, ponecha-li se po vyvijeni
chromatogram v atmosféfe par jodu po dobu pil hodiny.

6.49 Piitomnost oxida¢nich barviv nalezenych podle bodu 6.4.8 je moZno
definitivné potvrdit opakovanim postupu popsaného v bodech 6.4.1 aZ
6.4.8, kdy se v zékladnim bodé 1 pfes mnoZstvi extraktu podle bodu 6.4.2
nanese 1 pl referenénich latek identifikovanych v bodé 6.4.8. Neobjevi-li
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se oproti chromatogramu ziskaného podle bodu 6.4.8 Zadna jiné skvrna, je
interpretace chromatogramu podle bodu 6.4.8 spravna.

Tabulka II

Barvy skvrn standardd po chromatografii a vyvijeni parami jodu

Standardy Barvy po vyvijeni parami jodu
R bézova
P hnéda
o-N fialova
B-N svétle hnéda
H fialové hnéda
MPD Zlutavé hnéda
PPD fialové hnéda
MTD tmavé hnéda
PTD Zlutavé hnéda
DAP tmavé hnéda
OAP oranzova
MAP Zlutaveé hnéda
PAP fialové hnéda
2-NPPD hnéda
4-NOPD oranzova
Smer il R
4
Sem 1.5 cm
5
y
t
N
3on »5
£
)
1.5 cm
® ! 2, 3
1h
2¢m
¢ §
2 cn-mL 13 em 1 Sam

Obirczek §
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10. KVALITATIVNI A KVANTITATIVNI STANOVENI DUSITANU

A. KVALITATIVNI STANOVENI
1. ROZSAH A OBLAST POUZITI

Tato metoda je vhodnd ke kvalitativnimu stanoveni dusitant
v kosmetickych prostedcich, zejména v krémech a pastach.

2. PRINCIP

Piitomnost  dusitanu  indikuje = vznik  zbarvenych  derivati
s 2-aminobenzaldehyd-fenylhydrazonem (Nitrin®).

3. POUZITE CHEMIKALIE
Vsechny pouZité chemikalie musi byt Cistoty p.a. nebo vyssi

3.1 Zted&na kyselina sirova: 2 ml koncentrované kyseliny sirové (d2° = 1.84)
se zfedi 11 ml destilované vody.

32 Ziedénd kyselina chlorovodikova: 1ml koncentrované kyseliny
chlorovodikové (d2° =1,19) se zfedi 11 ml destilované vody.

3.3 Methanol

34 Roztok 2-aminobenzaldehyd-fenylhydrazonu (reakéni ¢inidlo Nitrin®)
v methanolu

Navazi se 2,0 g Nitrinu® a pievede se kvantitativné¢ do odmémé bariky na
100 ml. Po kapkach se ptidaji 4 ml zfedéné kyseliny chlorovodikoveé (3.2)
a protfepe se. Doplni se po rysku methanolem a micha, dokud se roztok
upIné nevycefi. Roztok se uchovava v hnédé sklenéné lahvi (4.3).

4. PRISTROJE A POMUCKY

4.1 Kadinky na 50 ml

4.2 Odmeéma banka na 100 ml

4.3 Hnéd4 sklenéna 1ahev na 125 ml
4.4 Sklenéna deska, 10 x 10 cm

4.5 Spachtle z plastu

4.6 Filtra¢ni papir, 10 x 10 cm
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5. POSTUP

5.1 Céast analyzovaného vzorku se rovnomé&meé rozetfe na sklenénou desku
(4.4) tak, aby byl povrch pokryt vrstvou nejvyse 1 cm silnou.

5.2 List filtra¢niho papiru (4.6) se nasdkne destilovanou vodou. PoloZi se na
vzorek a pfitiskne Spachtli z plastu (4.5).

5.3 Pocka se asi 1 minutu a do stfedu filtraniho papiru se nanesou:
—2 kapky zfedéné kyseliny sirové (3.1),
—poté dve kapky roztoku Nitrinu® (3.4).

5.4 Po 5 az 10 sekundach se filtraéni papir odstrani a prohlédne se proti
dennimu svétlu. Cervenofialové zbarveni indikuje pfitomnost dusitand.

Je-1i obsah dusitanl nizky, zmeéni se Cervenofialové zbarveni béhem 5 aZ
15 sekund na Zluté. Je-li pfitomno velké mnoZstvi dusitanid, dojde k této
barevné zméné aZ po 1 nebo 2 minutach. ‘

6. POZNAMKA

Intenzita Cervenofialového zbarveni a doba, ktera uplyne pfed zménou na
Zlutou, naznacduji obsah dusitanid ve vzorku.

B. KVANTITATIVNI STANOVENI

1. ROZSAH A OBLAST POUZIT]
Metoda popisuje kvantitativni stanoveni dusitand v kosmetickych
prostiedcich.

2. DEFINICE

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

3. PRINCIP

Po zfedéni vzorku vodou a vycefeni se nechd prob&hnout reakce
ptitomnych dusitanti se sulfanilamidem a N-1-naftylethylendiaminem a
absorbance vzniklého zbarveni se méfi pfi 538 nm.

4. POUZITE CHEMIKALIE
V8echny pouzité chemikalie musi byt Cistoty p.a. nebo vyssi

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

106 g hexakyanoZeleznatanu draselného K4Fe(CN)g3H,O se rozpusti
v destilované vod¢ a zfedi vodou na 1000 ml.

4.1.2 Carrezovo ¢&inidlo II:

219,5 g octanu zine¢natého Zn(CH3;COO),2H,0 a 30 ml ledové kyseliny
octové se rozpusti v destilované vod¢ a zfedi vodou na 1000 ml.

4.2 Roztok dusitanu sodného:

0,500 g dusitanu sodného se rozpusti v destilované vodé v odméme barice
na 1000ml a doplni se vodou po rysku. 10,0 ml tohoto zasobniho
standardniho roztoku se zfedi na 500 ml; 1 ml vysledného roztoku = 10 pg

NaNO,.
4.3 Roztok hydroxidu sodného, 1 mol/l
4.4 Roztok sulfanilamid-hydrochloridu, 0,2%:

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

4.5 Kyselina chlorovodikova, 5 mol/l
4.6 N-1-naftylové &inidlo:

Tento roztok se musi pfipravit vden pouziti. Rozpusti se 0,1g
dihydrochloridu N-naftylethylendiaminu ve vod¢€ a zfedi se vodou na

100 ml.
5. PRISTROJE A POMUCKY
5.1 Analytické vahy
5.2 Odmeémé baiiky na 100, 250, 500 a 1000 ml
53 Nedélené nebo délené pipety
5.4 Odmémé valce na 100 ml
5.5 Skladany filtraéni papir, bez dusitant, primér 15 cm
5.6 Vodni lazen
5.7 Spektrofotometr a kyvety s optickou drahou 1 cm
5.8 pH-metr

5.9 Mikrobyreta na 10 ml
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5.10 Kédinky na 250 ml
6. POSTUP
6.1 S pfesnosti na 0,1 mg se navazi asi 0,5 g (m gramti) homogenizovaného

vzorku, kvantitativng se pfevede horkou destilovanou vodou do ké&dinky
na 250 ml (5.10) a doplni horkou destilovanou vodou asi na 150 ml.
Kadinka (5.10) se na ptl hodiny vloZi do vodni 1azn& (5.6) vyhiaté na
80 °C. Béhem této doby se obsah obcas protiepe.

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

6.3 Pfidava se 1 mol/l roztok hydroxidu sodného (4.3), dokud se pH neupravi
na 8,3. (PouZije se pH-metr (5.8)). Obsah se kvantitativné pievede do
odmémé bariky na 250 ml (5.2) a doplni destilovanou vodou po rysku.

6.4 Obsah se promicha a zfiltruje pies skladany papirovy filtr (5.5).

6.5 Do odmémé baiky na 100 ml (5.2) se odpipetuje (5.3) odpovidajici
alikvotni ¢ast (V mililitrd) irého filtratu, avSak ne vice neZ 25 ml, a
doplni se destilovanou vodou na objem 60 ml.

6.6 Po promichéani se pfida 10,0 ml roztoku sulfanilamid-hydrochloridu (4.4)
a pot¢ 6,0ml 5 mol/l kyseliny chlorovodikové (4.5). Promicha se a
ponecha stat 5 minut. Piidaji se 2,0 ml N-1-naftylového &inidla (4.6),
promicha se a ponecha stat 3 minuty. Ziedi se vodou po rysku a promicha.

6.7 Ptipravi se slepy pokus opakovanim operaci popsanych v bodech 6.5 a 6.6
bez pfidavku N-1-naftylového ¢inidla (4.6).

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

6.9 Z kalibra¢niho grafu (6.10) se odelte obsah dusitanu sodného
v mikrogramech na 100 ml roztoku (m; mikrogrami), odpovidajici
absorbanci zmétené podle bodu 6.8.

6.10 S vyuzZitim roztoku dusitanu sodného o koncentraci 10 pg/ml (4.2) se
sestroji kalibra¢ni graf pro koncentrace 0, 20, 40, 60, 80 a 100 pug dusitanu
sodného ve 100 ml.

7. VYPOCET

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

% NaNO, = =20 m, x10° x 120 =™
A% m Vxmx40
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kde:
m = hmotnost vzorku odebraného pro analyzu v g (6.1),
m; = obsah dusitanu sodného v pg zjistény podle bodu 6.9,
V= podet mililitrd filtratu pouZitého pro méfeni (6.5).

8. OPAKOVATELNOST

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

11. KVANTI”I:ATIVNi STANOVENI RESORCINOLU V SAMPONECH A
VLASOVYCH LOTIONECH

1. ROZSAH A OBLAST POUZITI

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

2. DEFINICE

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

3. PRINCIP

Resorcinol a 3,5-dihydroxytoluen (5-methylresorcinol), pfidavany jako
vnitini standard, se ze vzorku oddé€li chromatografii na tenké vrstv€. Obé
slouCeniny se izoluji selkrabanim jejich skvrn z horni vrstvy desky a
extrakci methanolem. Nakonec se vyextrahované slouceniny vysusi,
podrobi silylaci a stanovi se plynovou chromatografii.

4. POUZITE CHEMIKALIE

Vsechny pouZité chemikalie musi byt Cistoty p.a. nebo vySsi

4.1 Kyselina chlorovodikova, 25% (m/m)

4.2 Methanol

43 Ethanol, 96 % (V/V)

44 Hotové  silikagelové TLC desky (plastové nebo hlinikové)

s fluorescenénim  indikatorem. Desky se deaktivuji nésledujicim
postupem: silikagelovd deska se nastiitka vodou, dokud se povrch
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neleskne. Nastiikané desky se nechaji schnout pfi laboratorni teploté
jednu az tfi hodiny.

Pozndamka

Bez deaktivace muZe dochazet ke ztratam resorcinolu v didsledku
ireverzibilni adsorpce na silikagelu.

4.5 Vyvijeci rozpoustédlo: aceton — chloroform — kyselina octova (20:75: 5,
V/V/IV).
4.6 Standardni roztok resorcinolu: rozpusti se 400 mg resorcinolu ve 100 ml

96% ethanolu (4.3) (1 ml odpovida 4000 pg resorcinolu).

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

4.8 Smés standardi: v odmérné barice na 100 ml se smicha 10 ml roztoku 4.6
a 10 ml roztoku 4.7, doplni se po rysku 96% ethanolem (4.3) a promicha

(1 ml roztoku odpovida 400 pg resorcinolu a 400 pug DHT).

4.9 Silylaéni ¢inidla:

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

492 Hexamethyldisilazan (HMDS)

493 Chlortrimethylsilan (TMCS)

5. PRISTROJE A POMUCKY

5.1 Obvyklé vybaveni pro chromatografii na tenké vrstvé a plynovou
chromatografii

5.2 Sklenéné laboratorni nadobi

6. POSTUP

6.1 Priprava vzorku

6.1.1 Do kadinky na 150 ml se pfesné navazi zku$ebni vzorek (m grami)

prostfedku, ktery obsahuje asi 20 az 50 mg resorcinolu.

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

6.1.3 250 pl roztoku (6.1.2) se nanese na deaktivovanou desku se silikagelem
(4.4) jako nepferusovana linie o délce pfiblizn€ 8 cm. Je tieba dbét na to,
aby linie byla co nejuzsi.
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6.1.4 Na stejnou desku se stejnym zplsobem (6.1.3) nanese 250 pl smési
standardi (4.8).

6.1.5 Do dvou bodid startovaci linie se nanese po 5 pl roztokd 4.6 a 4.7
k usnadnéni lokalizace skvrn po vyvolani.

6.1.6 Deska se vyviji v nenasycené komote naplnéné vyvijecim rozpoustédlem
(4.5), dokud ¢elo rozpoustédla nedosdhne vzdalenosti 12 cm od startovaci
linie; obvykle to trva asi 45 minut. Deska se usu$i na vzduchu a zéna
resorcinolw/DHT se lokalizuje pod kratkovinnym UV svétlem (254 nm).
Obé tyto slouéeniny maji pfibliZzné stejnou hodnotu R;. Poloha past se
vyznaéi tuzkou ve vzdalenosti 2 mm od vnéj$iho tmavého rozhrani past.
Tyto zény se z desky odstrani a adsorbenty kaZzdého pasu se shromazdi
v lahvi na 10 ml.

6.1.7 Adsorbent obsahujici vzorek a adsorbent obsahujici smés standardil se
extrahuji nasledujicim zplisobem:

Pfidaji se 2 ml methanolu (4.2) a extrahuje se jednu hodinu za neustalého
michéni. Smés se zfiltruje a extrakce se opakuje po dobu dal$ich 15 minut
se 2 ml methanolu.

6.1.8 Extrakty se spoji a rozpoustédlo se necha pfes noc odpafit ve vakuovém
exsikatoru napInéném vhodnym susicim prostfedkem. Nezahfivat.

6.1.9 Odparky (6.1.8) se silyluji zplisobem popsanym v bod€ 6.1.9.1 nebo
6.1.9.2.

6.1.9.1 MikrosttikaCkou se piida 200 ul BSTFA (4.9.1) a smé&s se necha
v uzaviené nadob€ 12 hodin pfi pokojové teploté.

6.1.9.2 Mikrostiikackou se postupné ptida 200 pl HMDS (4.9.2) a 100 ul TMCS
(4.9.3), smés se zahtiva v uzaviené nadobé 30 minut na 60 °C. Smés se

ochladi.
6.2 Plynovéa chromatografie
6.2.1 Chromatografické podminky

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

)
R = 2d'(r, - 1)
w, + W,
kde:
rjarn = reten¢ni ¢asy dvou pikl v min.,

w;aw, = S§ifky piki v poloving vySky pikti v mm,

d = rychlost posuvu papiru v mm/min.



Cistka 172 Sbirka zdkont & 494 / 2005 Strana 9633
Nasledujici kolona a podminky pro plynovou chromatografii se ukazaly
jako vhodné:

Material kolony: nerezova ocel

Délka 200 cm

Vnitfni primér: =3 mm

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

Teplotni reZim:

Kolona: 185 °C (izotermaélni)

Detektor: 250 °C

Nasttik: 250 °C

Nosny plyn: dusik

Pritok: 45 ml/min

Pritoky vodiku a vzduchu se nastavi podle pokyni vyrobce.

6.2.2 Do plynového chromatografu se nastiikne 1 az 3 pl roztokid pfipravenych
podle bodu 6.1.9. Pro kazdy roztok (6.1.9) se provede pét nasttikl, zméti
se plochy pikll, vypocte se primér a pomér ploch pikid: S = plocha piku
resorcinolu/plocha piku DHT.

7. VYPOCET

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

S
% vzorku

kde: % resorcinolu = —i
M S

s tan dardni smési
M = hmotnost zkuSebniho vzorku v g (6.1.1),
Sviorku = primérna plocha piku (6.2.2) pro roztok vzorku,

Sstandardni smési= primérna plocha piku (6.2.2) pro smés standardd.
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OPAKOVATELNOST

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

12. KVANTITATIVNi STANOVENI METHANOLU VZHLEDEM
K ETHANOLU NEBO PROPAN-2-OLU

4.1

42

4.3

4.4

5.1

5.2

5.3

ROZSAH A OBLAST POUZITI

V metodé je popsana analyza methanolu ve vSech typech kosmetickych
prostiedki (vEetné aerosolil) plynovou chromatografii.

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

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

PRINCIP

Stanoveni se provadi plynovou chromatografii.

POUZITE CHEMIKALIE

Vsechny pouzité chemikalie musi byt istoty p.a. nebo vyssi
Methanol

Absolutni ethanol

Propan-2-ol

Chloroform zbaveny alkohold promytim vodou

PRISTROJE A POMUCKY

Plynovy chromatograf:

s tepeln€ vodivostnim detektorem (katarometr) pro aerosolové vzorky,
s plamenovym ioniza¢nim detektorem pro jin€ neZ aerosolove vzorky.
Odmeérné bariky na 100 ml

Pipetyna2 ml, 20 ml a0 az 1 ml
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54 Mikrostiika¢ky na 0 az 100 pla 0 az 5 pl

a (pouze pro aerosolové vzorky) specialni plynotésné injekéni stiikacka
s posuvnym ventilem (viz obrazek 5, kapitola ,Pfiprava vzorkd
v laboratofi®).

6. POSTUP
6.1 Pfiprava vzorku
6.1.1 Vzorky z prostiedki v obalech na aerosoly se odebiraji postupem podle

kapitoly ,,Ptiprava vzorkid v laboratofi* a poté se analyzuji plynovou
chromatografii za podminek popsanych v bod¢ 6.2.1.

6.1.2 Vzorky jinych nez aerosolovych prostfedki, odebiranych postupem podle
vySe uvedené kapitoly ,,Pfiprava vzorkli v laboratofi*, se zfedi vodou na
koncentraci 1 az 2 % ethanolu ¢i propan-2-olu a poté se analyzuji
plynovou chromatografii za podminek popsanych v bod¢ 6.2.2.

6.2 Plynova chromatografie
6.2.1 Pro aerosolové vzorky se pouzije tepeln€ vodivostni detektor (katarometr).

6.2.1.1 Naplni kolony je 10 % Hallcomid M18 na Chromosorbu WAW, 100 az 200
mesh.

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

R=23%-dn
W, +W,
kde:
rarn = reten¢ni ¢asy dvou pikd v min.,
wi aw; = S§ifky pikd v polovin€ vysky pikd v mm,
d = rychlost posuvu papiru v mm/min.

6.2.1.3 Tohoto rozliseni je mozno dosahnout za nasledujicich podminek:

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

Proud mustkem katarometru: 150 mA
Nosny plyn: helium

Tlak: 2,5 bar
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Pritok: 45 ml/min

Teplotni rezim:

Nastfik: 150 °C
Detektor: 150 °C
Kolona: 65 °C

Méfeni plochy pikii je mozZno vylepsit elektronickou integraci.
6.2.2 Jiné nez aerosolové vzorky:

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

6.2.2.2 Kolona musi davat rozliSeni R rovné nebo lepSi neZl,5,

kde:
R=2 d'r,-d'r,
W, + W,
rian = reten¢ni ¢asy dvou piki v min.
wyaw, = S§ifky pikd v poloviné€ vysky pikti v mm,
d = rychlost posuvu zdznamu v mm/min.

6.2.2.3 Tohoto rozli$eni je moZno dosahnout za nésledujicich podminek:

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

Citlivost elektrometru: 8x107'° A

Plyny:

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

Pritok: 20 ml/min
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Teplotni rezim:
Nastfik: 150 °C
Detektor: 230 °C
Kolona: 120 az 130 °C
7. KALIBRACNI GRAF
7.1 Pro plynovou chromatografii podle bodu 6.2.1 (népli kolony Hallcomid
M18) se pouziji nasledujici standardni smési. Tyto smési se piipravi
odméfenim pomoci pipet, ale pfesné mnoZstvi se stanovi zvaZenim pipety
nebo bariky po kazdém ptidani.
kRelativni Methanol Ethanol nebo Doplnéno chioroformem
oncentrace (ml) propan-2-ol na obiem
(% m/m): (ml) )
Priblizné 2,5 % 0,5 20 100 (ml)
Pfiblizné 5,0 % 1,0 20 100 (ml)
Ptiblizné 7,5 % 1,5 20 100 (ml)
Ptiblizné 10,0 % 2,0 20 100 (ml)
Do chromatografu se nastfikuji 2 aZ 3 pl za podminek uvedenych v bodé
6.2.1.
Pro kaZzdou smés se vypoctou poméry ploch pikl (methanol/ethanol) nebo
(methanol/propan-2-ol). Sestroji se kalibra¢ni graf vynesenim
na osu X: mnozZstvi methanolu vzhledem k ethanolu nebo
propan-2-olu v %
naosuy: pomér ploch piki (methanol/ethanol) nebo (methanol/
propan-2-ol).
7.2 Pro plynovou chromatografii podle bodu 6.2.2 (néplii kolony Porapak QS

nebo Chromosorb 105) se pouziji nasledujici standardni smési. Tyto smési
se piipravi odméfenim pomoci pipet, ale pfesné mnoZstvi se stanovi
zvazenim pipety nebo baiiky po kazdém pfidani.

Relativni Methanol Ethanol nebo Doplnéno vodou na
koncentrace (uD) propan-2-ol objem
(% m/m): (ml)
Pfiblizné 2,5 % 50 2 100 (ml)
Pfiblizné 5,0 % 100 2 100 (ml)
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Pfiblizné 7,5 % 150 2 100 (ml)

Priblizn€ 10,0 % 200 2 100 (ml)

Do chromatografu se nastfikuji 2 az 3 pl za podminek uvedenych v bodé
6.2.2.

Pro kazdou smés se vypoétou poméry ploch pikt (methanol/ethanol) nebo
(methanol/propan-2-ol) a sestroji se kalibraéni graf vynesenim

na osu x: mnoZstvi  methanolu  vzhledem  kethanolu nebo
propan-2-olu v %

na osuy: pomér ploch pikt (methanol/ethanol) nebo
(methanol/propan-2-ol).

7.3 Kalibraéni graf musi byt linearni.
8. OPAKOVATELNOST

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

13. KVALITATIVNI A KVANTITATIVNI STANOVENI VOLNEHO
FORMALDEHYDU

1. ROZSAH A OBLAST POUZITI

Tato metoda popisuje kvalitativni stanoveni a dva zptlisoby kvantitativniho
stanoveni v zavislosti na tom, zda jsou ¢i nejsou pfitomny donory
formaldehydu. Je pouZitelna pro vSechny kosmetické prostfedky a sklada
se ze tii ¢asti:

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

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

V opacném ptipadé, a pokud vysledek piesahne nejvy$§i povolenou
koncentraci, musi byt pouZita nasledujici metoda pro potvrzeni.
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1.3 Kvantitativni stanoveni za pFitomnosti donori formaldehydu
Pfi pouziti vySe uvedené metody (1.2) se pi derivatizaci donory
formaldehydu S$t€pi, coz vede k pfili§ vysokym vysledkim (véazany
formaldehyd a formaldehyd v polymerni form¢). Nejdiive se oddéli volny
formaldehyd (vazany nebo vpolymemi form€) kapalinovou
chromatografii.

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

3. KVALITATIVNI STANOVENI

3.1 Podstata metody
Volny a vazany formaldehyd dava v prostfedi kyseliny sirové za
pfitomnosti Schiffova ¢inidla zbarveni riZové nebo do lila.

3.2 POUZITE CHEMIKALIE
V8echny pouZzité chemikalie musi byt Cistoty p.a. nebo vyssi a pouZije se
demineralizovana voda.

3.2.1 Fuchsin

322 Sifi¢itan sodny heptahydrat

323 Koncentrovana kyselina chlorovodikova (d2° =1,19)

324 Kyselina sirové, asi 1 mol/1

3.25 Schiffovo cinidlo:
Do kadinky se navazi 100 mg fuchsinu (3.2.1) a rozpusti se v 75 ml vody
o teplot¢ 80°C. Po ochlazeni se pfida 2,5g sifiitanu sodného
heptahydratu (3.2.2) a 1,5 ml kyseliny chlorovodikové (3.2.3). Objem se
doplni do 100 ml.
Pouzitelnost do dvou tydni.

33 Postup

3.3.1 Do kadinky na 10 ml se navazi 2 g vzorku.

3.3.2 Ptidaji se 2 kapky kyseliny sirové (3.2.4) a 2 ml Schiffova ¢inidla (3.2.5).

Toto ¢inidlo musi byt pii pouZiti naprosto bezbarvé.

Obsah se protiepe a necha stat 5 minut.
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3.2.3 Objevi-li se do 5 minut riZové zbarveni nebo barva lila, je pfitomen
formaldehyd v mnozZstvi vy$§im nez 0,01 % a musi byt stanoven volny a
vézany formaldehyd podle bodu 4. a v ptipadé potieby podle bodu 5.

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

4.1 Princip

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

vvvvv

4.2 POUZITE CHEMIKALIE
Vsechny pouzité chemikalie musi byt &istoty p.a. nebo vy3si a pouZije se
demineralizovana voda.

4.2.1 Bezvody octan amonny

422 Koncentrovana kyselina octova, (dﬁo =1,05)

423 Pentan-2,4-dion, &erstvé pfedestilovany za sniZzeného tlaku 25 mm Hg pfi

25 °C — nesmi vykazovat Zadnou absorpci pii 410 nm

4.2.4 Butan-1-ol

4.2.5 Kyselina chlorovodikové, 1 mol/l

42.6 Kyselina chlorovodikova, asi 0,1 mol/l

4.2.7 Hydroxid sodny, 1 mol/l

4.2.8 Roztok 3krobu, Cerstvé piipraveny (1 g/50 mlvody) podle European

Pharmacopoeia, 2. vydani 1980, ¢ast I-VI-1-1
429 37% az 40% (m/V) roztok formaldehydu
4.2.10 Odmérny roztok jodu, 0,05 mol/l
42.11 Odmérny roztok thiosiranu sodného, 0,1 mol/l
4.2.12 Cinidlo obsahujici pentan-2,4-dion:

V odmémé barice na 1000 ml se rozpusti:

— 150 g octanu amonného (4.2.1),

— 2 ml pentan-2,4-dionu (4.2.3),

— 3 ml kyseliny octové (4.2.2).

Doplni se na 1000 ml vodou (pH roztoku asi 6,4).
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Toto &inidlo musi byt ptipraveno derstvé.

4.2.13 Cinidlo (4.2.12) bez ptidavku pentan-2,4-dionu

4.2.14 Standardni roztok formaldehydu: zdsobni roztok
5 g roztoku formaldehydu (4.2.9) se pfevede do odmémé bariky na
1000 ml a doplni se vodou na 1000 ml.
Koncentrace tohoto roztoku se stanovi takto:
Odebere se 10,00 ml; pfida se 25,00 ml odmémého roztoku jodu (4.2.10)
a 10,00 ml roztoku hydroxidu sodného (4.2.7).
Necha se stat 5 minut.
Okyseli se 11,00 ml HCI (4.2.5) a piebytek jodu se titruje odmérnym
roztokem thiosiranu sodného (4.2.11), jako indikator se pouZije roztok
Skrobu (4.2.8).
Spotfeba 1 ml 0,05 mol/l odmémého roztoku jodu (4.2.10) odpovida
1,5 mg formaldehydu.

4.2.15 Standardni roztok formaldehydu: zredény roztok
Zasobni roztok formaldehydu se zfedi vodou nejprve v poméru 1/20 a
poté vpoméru 1/100. 1ml vysledného roztoku obsahuje asi 1pg
formaldehydu.
Ptesny obsah se vypocte.

43 Piistroje a pomicky

43.1 Obvyklé laboratorni vybaveni

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

433 Odstredivka

434 Vodni lazen nastavena na teplotu 60 °C

43.5 Spektrofotometr

4.3.6 Sklenéné kyvety s délkou optické drahy 1 cm

4.4 Postup

4.4.1 Roztok vzorku

Do odmémé bariky na 100 ml se s pfesnosti na 0,001 g navazi mnoZzstvi
zkusebniho vzorku (v g) odpovidajici o¢ekavanému obsahu formaldehydu
asi 150 pg. Doplni se po rysku vodou a zamicha se (roztok S). (Je nutno
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442

443

444

4441

4442

4.4.4.3

4.4.4.4

4445

ovéfit, zda je hodnota pH asi 6; vopaném piipadé se pfida roztok
kyseliny chlorovodikové (4.2.6).)

Do Erlenmeyerovy batiky na 50 ml se odméti

— 10,00 ml roztoku S,

— 5,00 ml ¢inidla obsahujiciho pentan-2,4-dion (4.2.12),

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

Mozny rusivy vliv zdkladniho zbarveni zkuSebniho vzorku se odstrani
pouzitim tohoto referenéniho roztoku:

Do Erlenmeyerovy baiiky na 50 ml se piida

— 10,00 ml roztoku S,

— 5,00 ml ¢inidla (4.2.13),

— demineralizovana voda na kone¢ny objem 30 ml.

Roztok pro slepy pokus

Do Erlenmeyerovy batiky na 50 ml se pfida:

s 5,00 ml ¢inidla obsahujiciho pentan-2,4-dion (4.2.12),

— demineralizovana voda na kone¢ny objem 30 ml.

Stanoveni

Smési piipravené podle bodi 4.4.1, 442 a 4.43 se protfepou.
Erlenmeyerovy batiky se pfesn€ na 10 minut vloZi do vodni 14zn€ vyhtate
na 60 °C. Nechaji se vychladnout 2 minuty v 14zni s ledovou vodou.

Obsah se pievede do de&lici nalevky na 50ml obsahujici
10,00 ml butan-1-olu (4.2.4). Kazda batika se vyplachne 3 aZ 5 ml vody.
Smés se ptesné 30 sekund diikladn€ tfepe. Faze se nechaji odde¢lit.

Obsah se piefiltruje do méficich kyvet (4.3.2) pfes filtr pro separaci fazi.
Faze 1ze rovné&z odsttedit (pfi 3000 ot./min po dobu 5 minut).

Pii 410 nm se zmé&f absorbance (A;) extraktu roztoku vzorku (4.4.1) proti
extraktu standardniho roztoku (4.4.2).

Obdobné se zméfi absorbance (A;) extraktu roztoku slepcho pokusu
(4.4.3) proti butan-1-olu.
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Pozndmka: Vsechny tyto operace musi byt provedeny do 25 minut od
okamziku, kdy byly Erlenmeyerovy baiky vloZeny do lazn€ vyhfaté na
60 °C.

4.4.5 Kalibracni k¥ivka

4451 Do Erlenmeyerovy bariky na 50 ml se piida:
— 5,00 ml zfedéného standardniho roztoku podle bodu 4.2.15,
— 5,00 ml ¢inidla obsahujiciho pentan-2,4-dion (4.2.12),

— demineralizovana voda na celkovy objem 30 ml.

4452 Postupuje se tak, jak je popsano v bodé 4.4.4, a méfi se absorbance proti
butan-1-olu (4.2.4).

4453 Postup se opakuje s 10, 15, 20 a 25 ml zfedéného standardniho roztoku
(4.2.15).

4454 Nulovd hodnota (odpovidajici zabarveni reakénich cinidel) se ziska
postupem podle bodu 4.4.4.5.

4.45.5 Po odecteni nulové hodnoty od kazdé hodnoty absorbance ziskané podle
bodi 4.4.5.1 a 4.4.5.3 se sestroji kalibra¢ni kfivka. Beertiv zékon plati az

do 30 pg formaldehydu.
4.5 Vypoéty
4.5.1 Od hodnoty A; se odecte hodnota A, a z kalibracni kfivky (4.4.5.5) se
odecte mnoZstvi C formaldehydu v roztoku vzorku (4.4.1) v pg.
452 Obsah formaldehydu ve vzorku (% m/m) se vypocte pomoci vzorce :
C
obsah formaldehydu v % (m/m) = —
10°-m
kde
m= je hmotnost zkuSebniho vzorku v g.
4.6 Opakovatelnost

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

Vede-1i kolorimetrické stanoveni volného formaldehydu k vysledkiim
vy$8im neZ je nejvyssi pfipustna koncentrace podle vyhlasky Ministerstva
zdravotnictvi ¢. 26/2001 Sb., o hygienickych pozadavcich na kosmetické
prosttedky, o naleZitostech Zadosti o neuvedeni ingredience na obalu



Strana 9644 Sbirka zikont & 494 / 2005 Castka 172

kosmetického prostfedku a o poZadavcich na vzdélani a praxi fyzické
osoby odpovédné za vyrobu kosmetického prostiedku a hodnoceni
bezpeénosti kosmetického prostfedku pro zdravi fyzickych osob (o
kosmetickych prostiedcich), tj.

a) 0,05 % az 0,2 % ve vyrobku, u n€hoZ neni obsah formaldehydu
uveden na etiketé€,

b) vice nez 0,2 % ve vyrobku s uvedenim obsahu formaldehydu,
nebo bez ného,

musi byt pouZito postupu podle bodu 5.

5. KVANTITATIVNI STANOVENI ZA PRITOMNOSTI DONORU
FORMALDEHYDU
5.1 Princip

Oddéleny formaldehyd se pfevede na Zluty derivat lutidinu reakci
s pentan-2,4-dionem v reaktoru za kolonou a absorbance vzniklého

vvvvv

5.2 POUZITE CHEMIKALIE

V8echny pouzité chemikalie musi byt ¢istoty p.a. nebo vyssi

52.1 Voda ¢istoty pro HPLC nebo voda ekvivalentni kvality
522 Bezvody octan amonny

523 Koncentrovana kyselina octova

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

525 Bezvody hydrogenfosfore¢nan sodny

5.2.6 Kyselina trihydrogenfosfore¢na, 85% (d2° = 1,7)
5.2.7 Methanol ¢istoty pro HPLC

5.2.8 Dichlormethan

5.2.9 Formaldehyd, 37% a2 40% (m/V)

5.2.10 Hydroxid sodny, 1 mol/l

5.2.11 Kyselina chlorovodikova, 1 mol/l

5.2.12 Kyselina chlorovodikova, 0,002 mol/l
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5213

5.2.14

5.2.15

5.2.16

5.2.17

5.2.18

Roztok S$krobu &erstvé pfipraveny podle European Pharmacopoeia
(viz 4.2.8)

Odmérmy roztok jodu, 0,05 mol/l
Odmérny roztok thiosiranu sodného, 0,1 mol/1
Mobilni faze:

Vodny roztok hydrogenfosforeénanu sodného (5.2.5), 0,006 mol/l,
upraveny na pH 2,1 kyselinou trihydrogenfosfore¢nou (5.2.6)

Cinidlo do reaktoru za kolonou:

V odmémeé barice na 1000 ml se rozpusti :

— 62,5 g octanu amonného (5.2.2),

— 7,5 ml kyseliny octové (5.2.3),

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

Objem se doplni po rysku vodou (5.2.1).

Roztok se uchovavé ve tmé.

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

Standardni roztok formaldehydu: zasobni roztok

10 g roztoku formaldehydu (5.2.9) se pfevede do odmémé baiiky na
1000 ml a doplni se vodou na 1000 ml.

Koncentrace tohoto roztoku se stanovi takto:

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

Necha se stat 5 minut.

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

Spotieba 1 ml odmémého roztoku jodu (5.2.14) odpovidd 1,5 mg
formaldehydu.
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5.2.19 Standardni roztok formaldehydu: zfedény roztok

Zasobni roztok formaldehydu se zfedi v poméru 1/100 mobilni fazi
(5.2.16). 1 ml vysledného roztoku obsahuje asi 37 pg formaldehydu.

Ptesny obsah se vypocte.

53 Pfistroje a pomiicky

5.3.1 Obvykl¢ laboratorni vybaveni

532 Bezpulzni ¢erpadlo pro HPLC

533 Nizkotlaké bezpulzni erpadlo pro ¢inidlo (pfipadné druhé ¢erpadlo pro
HPLC)

53.4 Nasttikovaci ventil se smy¢kou o objemu 10 pl

53.5 Reaktor za kolonou obsahujici nasledujici prvky:
+ jednolitrova tithrdla barika,
+ jednolitrové topné hnizdo,
+ dvé kolony Vigreux o minimalné 10 patrech, vzduchem chlazené,
+ trubice z nerezové oceli (slouZici jako vymeénik tepla) 1,6 mm,

vnitini primér 0,23 mm, délka 400 mm,

+ teflonova trubice 1,6 mm, vnitini primér 0,23 mm, délka 5Sm
(francouzské pletivo — viz pfiloha 1),

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

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

53.6 Membranovy filtr, velikost pdri 0,45 um
5.3.7 Patrona SEP-PAK® C;3 nebo ekvivalentni
5.3.8 Hotové kolony:

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

— nebo DuPont, Zorbax ODS
(5 pm, délka 250 mm, vnitini primér 4,6 mm),

— nebo Phase SEP, spherisorb ODS 2
(5 pm, délka 250 mm, vnitini primér 4,6 mm).
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5.3.9 Predkolona

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

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

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

Spoje za nastiikovacim ventilem musi byt co nejkratSi. V tomto ptipadé
mé trubka znerezové oceli mezi vystupem zreaktoru a vstupem do
detektoru ochladit smés pied detekci; teplota detektoru neni znama, ale je
konstantni.

5.3.12 Detektor pro viditelnou a UV oblast

5.3.13 Zapisovac

5.3.14 Odstiedivka

5.3.15 Ultrazvukova lazen

5.3.16 Vibra¢ni michadlo (Vortex nebo ekvivalentni)
54 Postup

54.1 Kalibracni krivka

Sestroji se vynesenim vySek pikd jako funkce koncentrace zfedénych
formaldehydovych kalibra¢nich roztokd.

Kalibratni roztoky se pfipravi zfedénim standardniho roztoku
formaldehydu (5.2.19) mobilni fazi (5.2.16):

— 1,00 ml roztoku (5.2.19) se zfedi na 20,00 ml (asi 185 ng/100 ml)
—_ 2,00 ml roztoku (5.2.19) se ziedi na 20,00 ml (asi 370 pg/100 ml)
— 5,00 ml roztoku (5.2.19) se zfedi na 25,00 ml (asi 740 ng/100 ml)

— 5,00 ml roztoku (5.2.19) se zfedi na 20,00 ml (asi
925 ug/100 ml).

Kalibraéni roztoky se ponechaji asi jednu hodinu stat pfi pokojové teploté
a musi byt Cerstvé pfipraveny. Kalibracni kiivka je linedrni pro
koncentrace od 1,00 do 15,00 pg/ml.
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54.2 Priprava vzorku
5421 Emulze (krémy, make-up, o¢ni stiny)

Do odmémé baiiky na 100 ml s uzavérem se s piesnosti na 0,001 g navazi
zkuSebni vzorek (m grami) odpovidajici ofekadvanému obsahu 100 pg
formaldehydu. Pfidd se pfesné 20,00 ml dichlormethanu (5.2.8) a
20,00 ml kyseliny chlorovodikové (5.2.12). Promichd se pomoci
vibra¢niho michadla (5.3.16) a v ultrazvukové lazni (5.3.15). Faze se
oddéli odstfedénim (2 minuty pti 3000 g). Mezitim se promyje patrona
(5.3.7) 2ml methanolu (5.2.7) a kondicionuje se 5ml vody (5.2.1).
Kondicionovanou patronou se nechaji protéci 4 ml vodné faze extraktu,
prvni dva mililitry se odstrani a nasledujici podil se zachyti.

5422 Pletové lotiony, Sampony

Do odmémé bariky na 100 mi s uzdvérem se s pfesnosti na 0,001 g navazi
zkuSebni vzorek (m grami) odpovidajici oekavanému obsahu 500 ug
formaldehydu.

Doplni se po rysku mobilni fazi (5.2.16).

Roztok se zfiltruje pfes filtr (5.3.6) a nastifikne, nebo se necha protéci
patronou pfedem kondicionovanou podle bodu 5.4.2.1. V3echny roztoky
musi byt nastfiknuty ihned po ptipravé.

543 Chromatografické podminky
— Priitok mobilni faze: 1,0 ml/min,
— Pritok ¢inidla: 0,5 ml/min,
— Celkovy priitok na vystupu z detektoru: 1,5 ml/min,
— Objem naéstiiku: 10 pl,

—  Eluéni teplota: u obtiznych separaci se kolona ponoti do ledové
lazn€ a vycka se do ustaleni teploty (15 aZ 20 minut),

— Teplota reakce za kolonou: 100 °C,
— Detekce: pii 420 nm.

Poznamka:  Cely chromatograficky systém a systém za kolonou je
nutno po pouziti proplachnout vodou (5.2.1). Nepouzije-li
se systtm do dvou dnd, musi po tomto proplachu
nasledovat jes§t€¢ proplachnuti methanolem (5.2.7). Pred
novym kondicionovénim se systémem necha protéci voda,
aby se zabranilo rekrystalizaci.
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5.5 Vypocet
Emulze: (5.4.2.1):

Obsah formaldehydu v % (m/m):

c-10%.100 c-10™
5m 5m

Plet'ové lotiony a $ampony:

V tomto ptipadé plati vzorec:

C-10°-100 C-107™
m m

kde
m = hmotnost analyzovaného vzorku v g (5.4.2.1),

C = koncentrace formaldehydu v ug/100 ml odectené z kalibraéni kiivky
(5.4.1).

5.6 Opakovatelnost

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

Pro vyrobky obsahujici asi 0,2 % (m/m) formaldehydu nesmi rozdil mezi
vysledky dvou paralelnich stanoveni na stejném vzorku piekrocit
absolutni hodnotu 0,005 %.
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Pfiloha 1
POKYNY PRO ZHOTOVENI ,,FRANCOUZSKEHO PLETIVA%

NEZBYTNE PRISLUSENSTVI]
— Dfevéna navijeci civka:

vngji primér 5cm s otvorem o priméru 1,5 cm uprostfed. Civka se
opatfi &tyfmi ocelovymi hiebiky (podle obrazkd 7 a 8). Vzdalenost mezi
dvéma hfebiky musi byt 1,8 cm a musi byt ve vzdalenosti 0,5 cm od
sttedového otvoru;

— jedna pevna zahnuta jehla (hacek) k protahovani teflonové kapilary;
— 5 m teflonové kapilary o priméru 1,6 mm, vnitiniho primeéru 0,3 mm.
POSTUP:

Pied zhotovenim ,francouzského pletiva“ musi byt teflonova kapilara protaZena
sttedovym otvorem od horniho konce civky k dolnimu konci (asi 10 cm kapilary se
necha vy&nivat z dolniho konce civky, coZ umozni protahnout fetizek béhem pleteni);
poté se kapilara ovine kolem &tyf hitebikd, jak je znazornéno na obrazku 9.

Horni a dolni ¢ast pletiva bude chranéna kovovymi krouZky a stahovacimi Srouby; pii
utahovani je tfeba dbat na to, aby se teflon neposkodil. Kapiléra se podruhé ovine
kolem kazdého hiebiku a nasledujicim zpisobem se vytvoii ,,steh:

— spodni ¢&ast kapilary se hackem pretdhne pies horni c¢ast kapilary
(obrazek 10). Toto se postupné opakuje u kazdého hiebiku (1, 2, 3 a 4
proti sméru hodinovych ruciek), dokud se nezhotovi 5m nebo
poZadovana délka pletiva.

Je nutno ponechat asi 10 cm kapilary k uzavieni fetizku. Kapilara se provlekne
kazdou ze &tyf smycek a lehce se utdhne tak, aby se fetizek uzavrel.

Pozndmka: Francouzské pletivo pro reaktory za kolonou je komeréné dostupné
(Supelco). -
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Priloha 2

1 = Cerpadlo pro HPLC

2 = nastfikovaci ventil

3 = kolona s predkolonou

4 = Cerpadlo pro ¢inidla

5 = dil ve tvaru T bez mrtvého objemu
5' = dil ve tvaru T (Vortex)

6-6' = spojka bez mrtvého objemu

7 =, francouzské pletivo*

7 = reaktor

8 = tfihrdla barika s vrouci vodou

9 = topn¢ hnizdo

10 = chladi¢

11 = vymeénik tepla z nerezové trubky
10 = vyménik tepla

12 = detektor pro viditelnou a UV oblast
13 = modul za kolonou PCRS 520

1.
2.

Eluéni &inidlo Cinidlo
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14. KVANTITATIVNi STANOVENI DICHLORMETHANU A
1,1,1-TRICHLORETHANU

1. ROZSAH A OBLAST POUZITI

Vtéto metodé je popsano kvantitativni stanoveni dichlormethanu
(methylenchloridu) a 1,1,1-trichlorethanu (methylchloroformu) ve vSech
kosmetickych prostfedcich, které by mohly obsahovat tato rozpoustédla.

2. DEFINICE

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

3. PRINCIP

Tato metoda vyuziva plynové chromatografie s chloroformem jako
vnitinim standardem.

4. POUZITE CHEMIKALIE

V3echny pouZité chemikalie musi byt Cistoty p.a. nebo vySssi

4.1 Chloroform (CHCls)

4.2 Tetrachlormethan (CCly)

4.3 Dichlormethan (CH,Cl,)

44 1,1,1-Trichlorethan (CH3CCls)

4.5 Aceton

4.6 Dusik

5. PRISTROJE A POMUCKY

5.1 Obvyklé laboratorni zafizeni

5.2 Plynovy chromatograf vybaveny tepelné vodivostnim detektorem.

5.3 Lahev na pfevedeni vzorku na 50 aZz 100 ml (viz kapitola ,Ptiprava

vzorki v laboratofi*)

5.4 Tlakova injekéni stfikacka, na 25 nebo 50 ul (viz kapitola ,Pfiprava

Mokl

vzorki v laboratofi)
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6. POSTUP

6.1 Vzorek bez pietlaku: vzorek se pfesné navazi do Erlenmeyerovy baiiky se
zatkou. Pfida se pfesné zvaZené mnoZstvi chloroformu (4.1) jako vnitini

standard, odpovidajici pfedpokladanému mnoZstvi dichlormethanu a
1,1,1-trichlorethanu obsaZzenému ve vzorku. Diikladn€ se promicha.

6.2 Vzorek v obalu na aerosoly: PouZije se postup odbéru vzorkd, popsany
v kapitole ,,Piiprava vzorki v laboratofi, aviak s nasledujicimi upravami:

6.2.1 Po prevedeni vzorku do lahve (5.3) se dale do lahve pfida jako vnitini
standard objem chloroformu (4.1), odpovidajici pfedpokladanému
mnoZstvi dichlormethanu a/nebo 1,1,1-trichlorethanu obsaZzenému ve
vzorku. Dikladné se promich4. Mrtvy objem ventilu se vyplachne 0,5 ml
tetrachlormethanu (4.2). Po vysuSeni se z rozdilu pfesn¢ stanovi pfidana
hmotnost vnitiniho standardu.

6.2.2 Po naplnéni stiikacky vzorkem by se méla $picka stfikacky vyplachnout
dusikem (4.6), aby v ni nezistal pted vstiiknutim do chromatografu Zadny
zbytek vzorku. ‘

6.2.3 Po odebrani kazdého vzorku by se mél povrch ventilu a spojky nekolikrat

oplachnut acetonem (4.5) (v piipadé potfeby se pouZije injekeni
stfika¢ka) a poté diikladné vysusit dusikem (4.6).

6.2.4 P#i kazdé analyze se pro méfeni pouZiji dv& rizné lahve pro pievadéni
vzorku a pro kaZdou lahev se provede pét méfeni.

7. CHROMATOGRAFICKE PODMINKY
7.1 Predkolona

Material kolony: nerezova ocel.

Délka: 300 mm.

Primer: 3 nebo 6 mm.

Napli: stejny material jako u analytické kolony.
7.2 Kolona

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

R:zi_(_rZ_‘_fl_)_
W, + W,

kde:

riar, = retenéni ¢asy dvou pikt (v min.),
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W, a W, _sitky pikdu v poloviné vysky pikii(v mm),
d'= rychlost posuvu papiru (v mm/min.).

7.3 Jako ptiklady jsou uvedeny kolony, které poskytuji hledané vysledky:

Kolona 1 I
Material kolony: nerezova ocel nerezova ocel
Délka: 350 cm 400 cm
Primér: 3 mm 6 mm
Népl:

chromosorb: WAW WAW-DMCS-HP
Zrnitost: 100 az 120 mesh 60 aZ 80 mesh
Stacionarni faze: Hallcomid M 18, Hallcomid M 18,
10 % 20%
Teplotni podminky se mohou ménit v zavislosti na pfistroji. V pfikladech
byly nastaveny takto:

Kolona 1 I

Teploty:
kolona: 65 °C 75 °C
nastiik: 150 °C 125 °C
detektor: 150 °C 200 °C
Nosny plyn:
prutok helia: 45 ml/min 60 ml/min
vstupni tlak: 2,5 bar 2,0 bar
Nastiik: 15 ul 15 ul
8. SMES PRO STANOVENI FAKTORU ODEZVY

Do Erlenmeyerovy baiiky se zatkou se pfesné navazi smés:
Dichlormethan (4.3), 30% (m/m),

1,1,1-trichlorethan (4.4), 35% (m/m),
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Chloroform (4.1), 35% (m/m).
9. VYPOCTY

9.1 Vypocet koeficientu umérnosti latky ,,p* vzhledem k latce ,,a“ vybrané
Jako vnitfni standard

Oznaci-li se prvni latka jako ,,p*“, tak je

kp = jeji koeficient imémosti,
my, = jeji hmotnost ve smési,
Ap= jeji plocha piku.

Oznadi-1li se druha latka jako ,,a"“, tak je
k, = jeji koeficient umémosti (=1),
M, = jeji hmotnost ve smési,

A, =]jeji plocha piku,

potom
_ m, X A,
M, x A,
Byly ziskany napfiklad nésledujici koeficienty imeémosti (pro chloroform:
k=1):
Dichlormethan: k; =0,78 £ 0,03

1,1,1-trichlorethan: k; = 1,00+ 0,03

9.2 Vypocet % (m/m) dichlormethanu a 1,1,1-trichlorethanu pfitomného ve
vzorku, ktery ma byt analyzovan

Oznaci-li se:

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

A, = plocha piku chloroformu,

A= plécha piku dichlormethanu,

Ay = plocha piku 1,1,1-trichlorethanu,

potom
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m, x A; x k; x 100
AaXMs

maXAzkaXIOO
A, x M,

10. OPAKOVATELNOST

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

15. KVALITATIVNI A KVANTITAtTIVNi STANOVENI CHINOLIN-8-OLU
A BIS(CHINOLIN-8-OL)-SULFATU

1. ROZSAH A OBLAST POUZITI

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

2. DEFINICE

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

3. PRINCIP
3.1 Kvalitativni stanoveni

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

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

4. POUZITE CHEMIKALIE
V3echny pouZité chemikalie musi byt Cistoty p.a. nebo vyssi
4.1 Chinolin-8-ol
4.2 Benzen. Vzhledem k jeho toxicité je tieba s benzenem pracovat opatmé.

4.3 Chloroform
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4.4 Vodny roztok hydroxidu sodného, 50% roztok (m/m)
4.5 Siran mé€d’naty pentahydrat

4.6 Vinan draselno-sodny

4.7 Kyselina chlorovodikova, 1M
4.8 Kyselina sirova, 0,5M

4.9 Roztok hydroxidu sodného, 1M.
4.10 Ethanol

4.11 Butan-1-ol

4.12 Ledova kyselina octova

4.13 Kyselina chlorovodikova, 0,1M
4.14 ,,Celit 545 nebo ekvivalent
4.15 Standardni roztoky

4.15.1 Do odmémé bariky na 100 ml se navazi 100 mg chinolin-8-olu (4.1).
Rozpusti se v malém mnozZstvi kyseliny sirové (4.8). Doplni se kyselinou
sirovou (4.8) po rysku.

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

4.16 Fehlingiiv roztok
Roztok A

Do odmémé baiky na 100ml se navazi 7 g siranu médnatého
pentahydratu (4.5). Rozpusti se v malém mnoZstvi vody. Doplni se po
rysku vodou a promicha.

Roztok B

Do odmémé bariky na 100 ml se navazi 35 g vinanu draselného-sodného
(4.6). Rozpusti se v 50 ml vody. Pfidé4 se 20 ml hydroxidu sodného (4.4).
Doplni se po rysku vodou a promicha. Bezprostfedné pted pouZitim se do
odmémé bariky na 100 ml odpipetuje 10 ml roztoku A a 10 ml roztoku B.
Doplni se po rysku a promicha.

4.17 Vyvijeci rozpoustédla pro chromatografii na tenké vrstvé
I : Butan-1-ol (4.11)/kyselina octova (4.12)/voda (80:20:20, V/V/V).

II : Chloroform (4.13)/kyselina octova (4.12) (95:5, V/V).
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4.18 2,6-dichlor-4-(chlorimino)cyklohexa-2,5-dienon, 1% (m/V) roztok
v ethanolu (4.10)

4.19 Uhli¢itan sodny, 1% (m/V) roztok ve vodé

4.20 Ethanol (4.10), 30% (V/V) roztok ve vodg

4.21 Dinatrium-dihydrogen-ethylendiamintetraacetat, 5% (m/V) roztok ve vod¢

422 Tlumivy roztok, pH 7

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

4.23 Hotové desky pro chromatografii na tenké vrstvé

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

5. PRISTROJE A POMUCKY

5.1 Barika se zdbrusem na 100 ml s kulatym dnem
5.2 Odmémé banky

53 Délené pipetyna 10 a 5 ml

54 Ned¢lené pipety na 20, 15, 10 a 5 ml

55 Dé¢lici nalevky na 100, 50 a 25 ml

5.6 Skladany papirovy filtr, primér 90 mm

5.7 Rotacni odparka

5.8 Zpétny chladi¢ se zabrusem

5.9 Spektrofotometr

5.10 Kyvety s optickou drdhou o délce 10 mm
5.11 Michacka s vyhfivanim

5.12 Sklenéna chromatografickd kolona o téchto rozmérech: 160 mm dlouha

s primérem 8 mm, na spodnim, ziZeném konci se zitkou ze skelné vaty, a
s nastavcem pro aplikaci tlaku na hornim konci.
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6. POSTUP
6.1 Kvalitativni stanoveni
6.1.1 Kapalné vzorky

6.1.1.1 U Casti testovaného vzorku se upravi pH na 7,5 a 10 pl se nanese na
startovaci linii pfedem upravené silikagelové desky pro chromatografii na
tenkeé vrstvé (4.23).

6.1.1.2 Do dvou dalsich bodt startovaci linie se nanese 10 a 30 pl standardniho
roztoku (4.15.2), poté se chromatogram vyviji vjednom z vyvijecich
rozpoustédel (4.17).

6.1.1.3 Kdyz &elo postoupi o 150 mm, deska se susi pti 110 °C (15 minut). Pod
UV lampou (366 nm) skvry chinolin-8-olu Zluté fluoreskuji.

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

6.1.2 Pevné vzorky nebo krémy

6.1.2.1 1 g vzorku se rozptyli v 5 ml tlumivyho roztoku (4.22). Potom se pomoci
10 ml chloroformu (4.3) pievede do délici nalevky a protfepe se. Po
oddéleni vrstvy chloroformu se vodna vrstva jesté dvakrat extrahuje 10 ml
chloroformu (4.3). Spojené a piefiltrované chloroformové extrakty se
v barice s kulatym dnem na 100 ml (5.1) odpafi témét do sucha na rota¢ni
odparce (5.7). Odparek se rozpusti ve 2 ml chloroformu (4.3) a 10 a 30 pl
ziskaného roztoku se nanese na silikagelovou desku pro chromatografii na
tenké vrstvé (4.23) podle postupu popsaného v bodé€ 6.1.1.1 a dale.

6.1.2.2 Na desku se nanese 10 a 30 pl standardniho roztoku (4.15.2) a pokracuje
se podle postupu popsaného v bodech 6.1.1.2 a7 6.1.1.4.

6.2 Kvantitativni stanoveni

6.2.1 Kapalné vzorky

6.2.1.1 Do bariky s kulatym dnem se navézi 5 g vzorku. Pfida se 1 ml roztoku
kyseliny sirové (4.8) a smés se odpafi téméf do sucha za sniZeného tlaku
pfi teploté 50 °C.

6.2.1.2 Tento zbytek se rozpusti ve 20 ml teplé vody. Prevede se do odmémé
baiiky na 100 ml. Vyplachne se tfikrat 20 ml vody. Doplni se na 100 ml
vodou a promicha.

6.2.1.3 5 ml tohoto roztoku se odpipetuje do délici nalevky na 50 ml (5.5). Pfida
se 10 ml Fehlingova roztoku (4.16). Méd’naty komplex chinolin-8-olu se
tiikrat extrahuje 8 ml chloroformu (4.3).
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6.2.14 Chloroformové vrstvy se zfiltruji a shroméazdi v odmémé baiice na 25 ml
(5.2). Doplni se po rysku chloroformem (4.3) a protfepou se. Absorbance

vvvvv

6.2.2 Pevné vzorky a krémy

rvr

6.2.2.1 Do bariky na 100 ml s kulatym dnem (5.1) se navazi 0,500 g vzorku. Pfida
se 30 ml benzenu (4.2) a 20 ml kyseliny chlorovodikové (4.7). Roztok se

za michani 30 minut vafi pod zpétnym chladi¢em.

6.2.2.2 Obsah se pievede do délici nalevky na 100 ml (5.5). Vyplachne se S ml 1
mol/l HC1 (4.7). Vodna faze se pfevede do bariky s kulatym dnem (5.1),
benzenova faze se promyje 5 ml kyseliny chlorovodikové (4.7).

6.2.2.3 V pfipadé emulzi, které brani dal§imu postupu, se smisi 0,500 g vzorku
s 2 g Celitu 545 (4.14), ¢imZ vznikne sypky prasek. Smés se v malych
davkach prevede do sklenéné chromatografické kolony (5.12).

Po kaZzdém ptidavku se napli kolony stladi. Jakmile se cely vzorek
pfevede do kolony, eluuje se kyselinou chlorovodikovou (4.13) takovym
zplisobem, aby se ziskalo 10 ml eluatu asi za 10 minut (pokud je to nutné,
eluce miize probihat za mirného pretlaku dusiku). Béhem eluce je tfeba
zajistit, aby nad vrstvou naplné€ kolony bylo stdle trochu kyseliny
chlorovodikové. Prvnich 10ml eluatu se podrobi dal§imu postupu
popsanému v bod¢ 6.2.2.4.

6.2.2.4 Spojené vodné faze (6.2.2.2) nebo eluat z kolony (6.2.2.3) se v rotaéni
odparce za sniZzeného tlaku odpati témér do sucha.

6.2.2.5 Zbytek se rozpusti v 6 ml roztoku hydroxidu sodného (4.9). Pfida se 20 ml
Fehlingova roztoku (4.16) a obsah se ptevede do délici nalevky na 50 ml
(5.5). Baiikka se vyplachne 8 ml chloroformu (4.3). Protfepe se a
chloroformova faze se zfiltruje do odmémé bariky na 50 ml (5.2).

6.2.2.6 Extrakce s 8 ml chloroformu (4.3) se tfikrat opakuje. Chloroformové faze
se shromazdi vodmé&mé baiice na 50ml. Doplni se po rysku
chloroformem (4.3) a protfepou. Méfi se absorbance Zlutého roztoku pfi
410 nm proti chloroformu (4.3).

7. KALIBRACNI KRIVKA

Do &tyf banék na 100 ml s kulatym dnem (5.1), z nichZ kaZzda obsahuje
3 ml 30% vodného roztoku ethanolu (4.20), se odpipetuje 5, 10, 15 a
20 ml standardniho roztoku (4.15.1), coZ odpovida 5, 10, 15 a 20 mg
chinolin-8-olu. Pokracuje se tak, jak je popsano v bod€ 6.2.1.

8. VYPOCET

8.1 Kapalné vzorky

Obsah chinolin-8-olu (v % (m/m)) = 2 % 100
m
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8.2

kde:
a = mnozZstvi chinolin-8-olu odeétené z kalibraéni kfivky (7) v mg,
m = hmotnost (v mg) zkuSebniho vzorku (6.2.1.1).

Pevné vzorky nebo kremy
Obsah chinolin-8-olu (v % (m/m)) = 22 x 100
m

kde:

a = mnoZstvi chinolin-8-olu odeétené z kalibra¢ni kiivky (7) v mg,

m = hmotnost (v mg) zkuSebniho vzorku (6.2.1.1).

OPAKOVATELNOST

Pro vyrobky obsahujici asi 0,3 % (m/m) chinolin-8-olu nesmi rozdil mezi

vysledky dvou paralelnich stanoveni na stejném vzorku piekro€it
absolutni hodnotu 0,02 %.

16. KVANTITATIVNI STANOVENI AMONIAKU

ROZSAH A OBLAST POUZITI

V této metod€ je popsano stanoveni volného amoniaku v kosmetickych
prostfedcich.

DEFINICE

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

PRINCIP
Ke zkuSebnimu vzorku kosmetického prostfedku zfedéného vodnym

roztokem methanolu se pifidd roztok chloridu barnaté¢ho. Pfipadna
sraZenina se odfiltruje nebo odstfedi. Timto postupem se zabrani ztratam
amoniaku, ke kterym dochazi pfi destilaci s vodni parou u nékterych
amonnych soli, jako je uhliditan a hydrogenuhli¢itan a soli mastnych
kyselin, s vyjimkou octanu amonného.

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

Vsechny pouZité chemikalie musi byt Cistoty p.a. nebo vyssi

4.1 Methanol

4.2 Chlorid barnaty dihydrat, 25 % roztok (m/V)

43 Kyselina trihydrogenborita, 4 % roztok (m/V)

4.4 Kyselina sirova, 0,25 mol/l odmérny roztok

4.5 Kapalny odpénovac

4.6 Hydroxid sodny, 0,5 mol/l odmémy roztok

4.7 Indikétor, podle potfeby: smisi se 5 ml 0,1% roztoku (m/V) methylové
dervené v ethanolu s 2 ml 0,1% roztoku (m/V) methylenové modii ve
vodé.

5. PRISTROJE A POMUCKY

5.1 Obvyklé laboratorni vybaveni

5.2 Odstredivka s uzaviratelnymi kyvetami na 100 ml

5.3 Pfistroj na destilaci s vodni parou

54 Potenciometr

55 M¢éma sklenéna elektroda a referentni kalomelova elektroda.

6. POSTUP

6.1 Do odmémé banky na 100 ml sé navazi vzorek o hmotnosti (m)

odpovidajici maximalné€ 150 mg amoniaku.

6.2 Pfida se 10 ml vody, 10 ml methanolu (4.1) a 10 ml roztoku chloridu
barnatého (4.2). Doplni se na 100 ml methanolem (4.1).

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

6.4 Poté se chladny roztok zfiltruje nebo odstfedi 10 minut v uzavienych

kyvetach, aby se ziskal ¢iry filtrat nebo vrstva supernatantu.

6.5 40 ml tohoto ¢irého roztoku se odpipetuje do pfistroje na destilaci s vodni
parou (5.3) a eventuelné se ptida 0,5 ml kapalného odpénovace (4.5).

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

6.7 Nadbytek kyseliny se zpétn€ titruje odmémym roztokem hydroxidu
sodného (4.6).
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6.8 Pozndmka:  Pro potenciometrické stanoveni se jima 200 ml destilatu do
kadinky na 250 ml obsahujici 25 ml roztoku trihydrogenborité kyseliny
(4.3) a titruje se odmémym roztokem kyseliny sirové (4.4), zaznamena se
neutraliza¢ni kiivka.

7. VYPOCTY
7.1 Vypocet v pripadé zpétné titrace

Oznaci-li se

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

M, = skute¢na koncentrace roztoku hydroxidu sodného (4.6),
M, = skute¢na koncentrace roztoku kyseliny sirové (4.4),

m= hmotnost odebraného zkusebniho vzorku (6.1) (v mg),
potom:

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

Yoamoniaku (m/m)=

0,4 m m
7.2 Vypocet v pripadé primé potenciometrické titrace
Oznaci-li se
Vo= . objem pouZitého roztoku kyseliny sirové (4.4) (v ml),
M, = skute¢na koncentrace roztoku kyseliny sirové (4.4),
m= hmotnost odebraného zkusebniho vzorku (6.1) (v mg),

potom:

V, x M, x 17 x 100 _ 4250 V, M,
0,4 m m

amoniak % (m/m) =

8. OPAKOVATELNOST

Pro vyrobky obsahujici asi 6 % (m/m) amoniaku nesmi rozdil mezi
vysledky dvou paralelnich stanoveni na stejném vzorku piekroéit
absolutni hodnotu 0,6 %.
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17. KVALITATIVNI A KVANTITATIVNI STANOVENI NITROMETHANU

1. ROZSAH A OBLAST POUZITI

Tato metoda je vhodna pro kvalitativni a kvantitativni stanoveni
nitromethanu aZ do obsahu asi 0,3 % v kosmetickych prostfedcich

v obalech na aerosoly.
2. DEFINICE

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

3. PODSTATA METODY

Nitromethan se kvalitativné stanovi na zdkladé barevné reakce.
Nitromethan se kvantitativng stanovi plynovou chromatografii po pfidani
vnitiniho standardu.

4. KVALITATIVNI STANOVENI
4.1 POUZITE CHEMIKALIE
V8echny pouzité chemikalie musi byt istoty p.a. nebo vyssi
4.1.1 Hydroxid sodny, 0,5 mol/l roztok
4.1.2 Folinovo cinidlo

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

4.2 Postup

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

5. KVANTITATIVNI STANOVENI
5.1 POUZITE CHEMIKALIE
Vsechny pouZité chemikalie musi byt €istoty p.a. nebo vyssi
5.1.1 Chloroform (vnitfni standard 1)
512 2,3-Dimethylheptan (vnitfni standard 2)

5.1.3 Ethanol, 95 %
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514 Nitromethan
5.1.5 Referencni roztok chloroformu

Do vytarované odmérné bariky na 25 ml se p#ida asi 650 mg chloroformu
(5.1.1). Baiika a obsah se znovu pfesn€ zvazi. Doplni se¢ na 25 ml 95%
ethanolem (5.1.3). ZvaZzi se a vypoftou se hmotnostni procenta
chloroformu v tomto roztoku.

5.1.6 Referenéni roztok 2,4-dimethylheptanu

Pfipravi se obdobné jako referen¢ni roztok chloroformu, ale navazi se
270 mg 2,4-dimethylheptanu (5.1.2) do odmémé bariky na 25 ml.

5.2 PFistroje a pomiicky
5.2.1 Plynovy chromatograf s plamenovym ioniza¢nim detektorem
52.2 Pomiicky pro odbér vzorki aerosoli (lahev pro pfevedeni vzorku, spojky,

mikrostiikaky, atd.), jak jsou popsany v kapitole ,Pfiprava vzorkd
v laboratofi®.

523 Obvyklé laboratorni vybaveni
5.3 Postup
5.3.1 Priprava vzorku

Do vytarované lahve na pfevedeni vzorku na 100 ml, proplachnuté nebo
evakuované podle postupu popsaného vbod¢€¢ 5.4 kapitoly ,Piiprava
vzorkli v laboratofi“, se pfidd asi Sml jednoho z roztokd vnitfnich
standardi (5.1.5 nebo 5.1.6). PouZije se 10 ml nebo 20 ml sklenéna
stifkacka bez jehly uzplisobend k pfipojeni ke spojce podle postupu
popsaného v bodé 5 kapitoly ,,Pfiprava vzorkil v laboratofi“. Znovu se
zvézi, aby se stanovilo pfidané mnoZstvi. Stejnym postupem se do této
lahve pfevede asi 50 g obsahu aerosolového prostfedku. Znovu se zvazi,
aby se stanovilo mnoZstvi pievedeného vzorku. Dobfe se promicha.

Nasttikuje se asi 10 pul pomoci specidlni mikrosttikacky (5.2.2). Provadi
se pét nastiikd.

5.3.2 Priprava standardu

Do odmémé baiiky na 50 ml se navazi asi 500 mg nitromethanu piesné
(5.14) a bud 500mg chloroformu (5.1.1), nebo 210mg
2,4-dimethylheptanu (5.1.2). Doplni se na objem 95% ethanolem (5.1.3).
Dobfe se promicha. 5 ml tohoto roztoku se pfevede do odmérné bariky na
20 ml. Doplni se na objem 95% ethanolem (5.1.3).

Nastiikuje se asi 10 pl pomoci specialni mikrosttikacky (5.2.2). Provadi
se pét nastiiki.
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5.3.3 Podminky plynové chromatografie

5.3.3.1 Kolona

Sklada se ze dvou &asti; prvni obsahuje jako néaplii didecylftalat na
Gas Chromu Q, druha UCON 50 HB 280X na Gas Chromu Q. Pfipravena
kombinovana kolona musi zaruéit rozli$eni ,,R* rovné nebo lepsi nez 1,5,

kde:

Rop 4 ® — 1)

W + W,

kde
narn = reten¢ni ¢asy dvou pikd v min.,
WiaW,= Sitka pikti v poloviné vysky pikd (v mm),
d= rychlost posuvu papiru (v mm/min.).
Kolona A:

Material: nerezové ocel.

Délka: 1,5 m.

Primér: 3 mm.

Néplii: 20% didecylftalat na Gas Chromu Q (100 aZ 120 mesh).

Kolona B:

Material: nerezova ocel.

Délka: 1,5 m.

Primér: 3 mm.

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

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

5.3.3.3 Teplotni podminky
Jako vhodné se ukazaly nésledujici podminky:
Nasttik: 150 °C

Detektor: 150 °C
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5334

6.1

6.2

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

Nosny plyn: dusik.

Tlak: 2,1 bar.

Pritok: 40 ml/min.

Plyny pro detektor: podle specifikaci vyrobce detektoru.

VYPOCTY

Koeficient umérnosti nitromethanu vypocteny vzhledem k pouZitemu
vhitfnimu standardu

Oznaci-li se nitromethan jako ,,n“,

pficemzZ

k,= jeho koeficient imémosti,

m'y, = jeho hmotnost ve smési (v gramech),
Sh= plocha jeho piku,

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

113

»C
piicemzZ

m'c = jeho hmotnost ve smési (v g),
S'c = plocha jeho piku,

potom:

(kn je funkci pfistroje).

Koncentrace nitromethanu ve vzorku
Oznadi-li se nitromethan jako ,,n“,
piiCemz

ko= jeho koeficient imémosti,

Sty = plocha jeho piku,
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a oznaci-li se vnitini standard, chloroform nebo 2,4-dimethylheptan, jako

19

»C

piiemz

me = jeho hmotnost ve smési (v g),

Sc = plocha jeho piku,

M= hmotnost pfevedeného aerosolového prostiedku (v g),

potom % (m/m) nitromethanu ve vzorku je

me kxS 00
M S,

7. OPAKOVATELNOST

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

18. KVALITATIVNI A KVANTITATIVNI STANOVENI KYSELINY
THIOGLYKOLOVE (SULFANYLOCTOVE)  V PROSTREDCICH
K TRVALE ONDULACI, KROVNANI VLASU A V PROSTREDCICH
K DEPILACI

1. ROZSAH A OBLAST POUZITI

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

2. DEFINICE

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

3. PRINCIP

Kvalitativni stanoveni kyseliny thioglykolové se provede bud’ barevnou
reakci, nebo pomoci chromatografie na tenké vrstvé, a kvantitativni
stanoveni se provede jodometricky nebo plynovou chromatografii.
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4, KVALITATIVNI STANOVENI
4.1 Kvalitativni stanoveni barevnou reakci
4.1.1 POUZITE CHEMIKALIE

V3echny pouzité chemikalie musi byt Cistoty p.a. nebo vyssi
4.1.1.1 Papirek s octanem olovnatym
4.1.1.2 Roztok kyseliny chlorovodikoveé (1:1)
4.1.2 Postup

4.1.2.1 Kvalitativnhi stanoveni kyseliny thioglykolové pomoci
barevné reakce s papirkem s octanem olovnatym

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

Citlivost: 0,5 %.

4122 Kvalitativni stanoveni anorganickych sulfidd vznikem
sirovodiku po okyseleni

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

Citlivost: 50 ppm.

4123 Kvalitativni stanoveni sifi¢itani vznikem oxidu sifi¢it€ého po
okyseleni

Postupuje se podle bodu 4.1.2.2. Obsah se ptfivede k varu. Oxid sificity
lze rozpoznat podle jeho zdpachu a jeho schopnosti redukovat napfiklad
manganisté ionty .

4.2 Kvalitativni stanoveni chromatografii na tenké vrstvé
4.2.1 POUZITE CHEMIKALIE

Neni-li uvedeno jinak, pouZité chemikalie musi byt Cistoty p.a. nebo vyssi
42.1.1 Kyselina thioglykolové4, minimalni ¢istota 98 %, stanovena jodometricky

42.1.2 2,2'-dithiodi(octova kyselina), minimalni ¢{istota 99 %, stanovena
jodometricky

4213 Kyselina 2-merkaptopropionova (thiomlééna kyselina), minimalni Cistota
95 %, stanovena jodometricky
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42.14 Kyselina 3-merkaptopropionova, minimalni C¢istota 98 %, stanovena
jodometricky

42.1.5 3-merkaptopropan-1,2-diol  (1-thioglycerol), minimalni Cistota 98 %,
stanovena jodometricky

42.1.6 Hotové silikagelové desky pro chromatografii na tenké vrstvé o tloust’ce
0,25 mm

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

42.1.8 Kyselina chlorovodikova, koncentrovana, (d? =1,19 g/ml)

4.2.1.9 Ethyl-acetat

42.1.10 Chloroform

4.2.1.11 Diisopropylether

4.2.1.12  Tetrachlormethan

42.1.13  Ledova kyselina octova

42.1.14  Jodid draselny, 1% roztok (m/V) ve vodé

42.1.15  Chlorid plati¢ity, 0,1% roztok (m/V) ve vodé

42.1.16 Mobilni faze

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

42.1.16.2 Chloroform (4.2.1.10), kyselina octova (4.2.1.13) (90 : 20, V/V)

42.1.17 Detekéni ¢inidla

42.1.17.1 Bezprostiedné pied pouzitim se smisi stejné objemy roztoku 4.2.1.14 a
roztoku 4.2.1.15.

42.1.17.2 Roztok bromu, 5 % (m/V):
Rozpusti se 5 g bromu ve 100 ml tetrachlormethanu (4.2.1.12).

4.2.1.17.3 Roztok fluoresceinu, 0,1 % (m/V):
100 mg fluoresceinu se rozpusti ve 100 ml ethanolu.

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

4.2.1.18  Standardni roztoky

42.1.18.1 Kyselina thiglykolova (4.2.1.1), 0,4% roztok (m/V) ve vodé.
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4.2.1.18.2 2,2'-dithiodi(octova kyselina) (4.2.1.2), 0,4% roztok (m/V) ve vodé.
4.2.1.18.3 Kyselina 2-merkaptopropionova (4.2.1.3), 0,4% roztok (m/V) ve vodé.
4.2.1.18.4 Kyselina 3-merkaptopropionova (4.2.1.4), 0,4% roztok (m/V) ve vodé.
4.2.1.18.5 3-merkaptopropan-1,2-diol (4.2.1.5), 0,4% roztok (m/V) ve vodé.
422 Pristroje a pomiicky

Obvyklé vybaveni pro chromatografii na tenké vrstveé
423 Postup
423.1 Piiprava vzorku

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

V nékterych pfipadech miiZe byt ucelné vzorek ziedit. V tomto piipade se
okyseleni kyselinou chlorovodikovou provede pted zfedénim.

4232 Vyvijeni

Na desku se nanese 1 pl roztoku vzorku (4.2.3.1) a 1 pl kazdého z péti
referencnich roztokd (4.2.1.18). Peclivé se vysu$i v mimém proudu
dusiku a deska se vyviji rozpoustédly (4.2.1.16.1 nebo 4.2.1.16.2). Deska
se ususi co nejrychleji pod dusikem, aby nedoslo k oxidaci thiold.

4233 Detekce

Deska se postiika jednim ze tfi dinidel (4.2.1.17.1, 4.2.1.17.3 nebo
4.2.1.17.4). Pokud se deska posttika €inidlem (4.2.1.17.3), vystavi se poté
param bromu (napf. v nadob& obsahujici malou kadinku <¢inidla
(4.2.1.17.2)), dokud se skvrny nezviditelni. Detekce postiikem &inidlem
(4.2.1.17.4) bude usp&snd jen tehdy, nepiekroci-li doba suSeni desky
30 minut.

4234 Interpretace

Hodnoty Ry a barvy referenénich roztokl se porovnaji s roztoky vzorkd.
Primé€mé hodnoty Rf uvadéné dale jako hrubé voditko slouzi pouze pro
srovnani. Zavisi na:

—urovni aktivace tenké vrstvy v dobé€ vyvijeni chromatogramu,

—teploté ve vyvijeci komofte.
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PFiklady hodnot Ry ziskanych na silikagelové vrstvé

Vyvijeci rozpoustédla

4.2.1.16.1 42.1.16.2
Kyselina thioglykolova 0,25 0,80
Kyselina 2-merkaptopropionova 0,40 0,95
2,2'-dithiodi(octova kyselina) 0,00 0,35
Kyselina 3-merkaptopropionova 0,45 0,95
3-merkaptopropan-1,2-diol 0,45 0,35

5. KVANTITATIVNI STANOVENI

(Stanoveni kyseliny thioglykolové se provadi sdosud nepouZitym
vyrobkem z Gerstvé otevieného obalu, aby se zamezilo oxidaci.)

Stanoveni musi vZdy zacinat jodometrii.
5.1 Jodometrie

5.1.1 Princip

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

2HOOC-CH,SH+1, > (HOOC-CH, -S), + 21" +2H"
5.1.2 POUZITE CHEMIKALIE
Jod, 0,05 mol/l odmérny roztok
5.1.3 Pristroje a pomiicky
Obvyklé laboratorni vybaveni
5.14 Postup

Do Erlenmeyerovy baitiky na 150 ml suzavérem, obsahujici 50 ml
destilované vody, se pfesné navazi 0,5 az 1 g vzorku. Pfida se 5ml
kyseliny chlorovodikové (4.1.1.2) (pH roztoku asi 0) a titruje se roztokem
jodu (5.1.2), dokud se neobjevi Zluté zabarveni. Lze pouzit také indikator
(napft. roztok $krobu nebo tetrachlormethan).

5.1.5 Vypodet

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

7 /) = 0 X 10 xm . m
kde:
m= hmotnost zkuSebniho vzorku (v g),
n= objem spotiebovaného roztoku jodu (5.1.2).

5.1.6 Poznamky

Je-li vypolteny vysledek pro kyselinu thioglykolovou nejméné o 0,1 %
niz$i neZ nejvy$si povolend koncentrace, neni dal$i stanoveni nutné.
Jestlize se vysledek rovna nebo je vyS8i neZ povolend maximalni
koncentrace a kvalitativni stanoveni odhalilo pfitomnost né&kolika
redukénich  ¢inidel, je nezbytné provést stanoveni plynovou

chromatografii.
5.2 Plynovd chromatografie
5.2.1 Princip

Kyselina thioglykolovd se oddéli od pomocnych latek vysrdZzenim
roztokem octanu kademnatého. Po methylaci diazomethanem, ktery se
bud pfipravi in situ nebo ptedem jako roztok v diethyletheru, se
methylderivat  kyseliny  thioglykolové  stanovi  chromatografii
plyn/kapalina s methyl-oktanoatem jako vnitfnim standardem.

522 POUZITE CHEMIKALIE
Vsechny pouzité chemikalie musi byt Cistoty p.a. nebo vyssi
5221 Kyselina thioglykolova, 98 %
5222  Kyselina chlorovodikova, (d2° = 1,19 g/ml)
5223 Methanol
5224 Octan kademnaty, dihydrat, 10% roztok (m/V) ve vodé
5225 Methyl-oktanoat, 2% roztok (m/V) v methanolu
52.2.6  Acetatovy tlumivy roztok (pH 5):
Octan sodny, trihydrat, 77 g.
Kyselina octova (ledova), 27,5 g.
Demineralizovana voda do kone¢ného objemu jeden litr.

5227 Kyselina chlorovodikova, &erstvé piipraveny 3M roztok v methanolu
(5.2.2.3)
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5228 1-methyl-3-nitro-1-nitrosoguanidin
5229 Hydroxid sodny, 5M roztok
5.2.2.10 Jod, 0,05M odmémy roztok
5.2.2.11 Diethylether

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

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

523 Pristroje a pomucky
5.2.3.1 Obvyklé laboratorni vybaveni

5232 Aparatura pro pfipravu diazomethanu pro methylaci in situ (viz Fales,
H.M., Jaouni, T.M. a Babashak, J.F., Analyt. Chem. 1973, 45, 2302)

5.2.33 Ptistroj pro pfipravu diazomethanu ptedem (podle Fiesera)
524 Priprava vzorku

Do centrifuga¢ni kyvety na 50 ml se pfesné navazi dostatek vzorku, aby
obsahoval pfedpokladané mnozstvi 50 az 70 mg kyseliny thioglykolové.
Okyseli se nékolika kapkami kyseliny chlorovodikové (5.2.2.2), aby se
dosahlo pH asi 3.

Piid4 se 5 ml demineralizované vody a 10 ml acetatového tlumivyho
roztoku (5.2.2.6).

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

Vycka se 10 minut a poté se odstifeduje nejméné 15 minut pfi 4000 g.
Odstrani se supematant, ktery mtiZe obsahovat nerozpustny tuk (v pfipadé
krémovych prostiedk). Tento tuk nelze zaméfovat s thioly, které se
hromadi jako kompaktni hmota na dn€ nadobky. OveéHi se, Ze se po pfidani
nékolika kapek roztoku octanu kademnatého (5.2.2.4) k supernatantu
netvofi sraZenina.

Jestlize pfedchozi kvalitativni stanoveni neodhalilo pfitomnost jinych
redukénich Cinidel neZ thiold, ovéH se jodometricky, Ze mnozZstvi thiolu
ptitomného v supernatantu neptekracuje 6 aZ 8 % pivodniho mnoZstvi.



Strana 9676 Sbirka zikont & 494 / 2005 Castka 172

Do centrifugaéni zkumavky obsahujici sraZeninu se pfida 10 ml
methanolu (5.2.2.3) a sraZenina se jemn& rozptyli tyCinkou. Znovu se
odstfed’uje nejméné 15 minut pfi 4000 g. Supematant se slije a ovefi se, Ze
neobsahuje thioly.

SraZenina se jest€ jednou stejnym postupem promyje.
Do téZe centrifugacni kyvety se piida

—2 ml roztoku methyl-oktanoatu (5.2.2.5),

— 5 ml kyseliny chlorovodikové v methanolu (5.2.2.7).

Thioly se uplné rozpusti (miZe zbyvat malé mnoZstvi nerozpustného
zbytku pomocnych latek).Toto je roztok ,,S*.

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

525 Methylace

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

5.2.5.1 Methylace in situ

Do methylaéni aparatury (5.2.3.2) obsahujici 1 ml diethyletheru (5.2.2.11)
se pfevede 50 pl roztoku ,,S“ a methyluje se postupem (5.2.3.2) sasi
300 mg 1-methyl-3-nitro-1-nitrosoguanidinu (5.2.2.8). Po 15 minutach
(ethericky roztok by mé&l byt Zluty, coZ indikuje nadbytek diazomethanu)
se roztok vzorku pfevede do nadobky na 2 ml opatfené vzduchotésnou
zatkou. Ponecha se vledniéce pfes noc. Methyluji se dva vzorky
soucasne.

525.2 Methylace pfedem pfipravenym roztokem diazomethanu

Do nadobky na 5ml opatfené zitkou se pievede 1ml roztoku
diazomethanu (5.2.2.12) a poté 50 pl roztoku ,,S“. Ponecha se v lednicce
pies noc.

52.6 Priprava standardu

Piipravi se standardni roztok kyseliny thioglykolové (5.2.2.1) o zndmé
koncentraci, obsahujici asi 60 mg €isté kyseliny thioglykolové (5.2.2.1)
ve 2 ml.

Toto je roztok ,,E*.

Vysrazeni, zkouSka a methylace se provedou tak, jak je popséano v bodech
52.4a5.2.5.
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5.2.7

5.2.7.1

52.7.2

5273

52.7.4

5.2.7.5

52.7.6

5.2.7.7

Podminky pro plynovou chromatografii

Kolona

Typ: nerezova ocel.

Délka: 2 m.

Primér: 3 mm.

Néaplin

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

Plamenovy ionizani. Vhodné nastaveni citlivosti
plamenového ioniza¢niho detektoru je 8 x 1070 A,

Plyny
Nosny plyn: dusik.
tlak: 2,2 bar,
prutok: 35 ml/min.
Pomocny plyn: vodik.
tlak: 1,8 bar,
pritok: 15 ml/min.
Plyny pro detektor: podle specifikace vyrobce pfistroje.
Teplotni podminky
Nastiik: 200 °C
Detektor: 200 °C
Kolona: 90 °C.
Rychlost posuvu papiru v zapisovaéi
5 mm/min.
Nastfikované mnoZstvi

3 pl. Provede se pét nastiikl.

elektrometru
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5.2.7.8

528

5.2.8.1

5282

Chromatografické podminky jsou uvedeny pouze jako voditko. Umozni
dosahnout rozliSeni ,,R* rovné nebo lep$i nez 1,5, kde:

R=2_d_'_u

W, + W,
kde
ran = retenéni ¢asy dvou pikl (v min.),
WiaW,= Sitka pikd v poloving vysky pikd (v mm),
d= rychlost posuvu papiru (v mm/min.).

Doporu€uje se zvySovat na zavér chromatografického meéfeni teplotu
290 °C na 150 °C rychlosti 10 °C za minutu, aby se vylouc€ily latky, které
by mohly rusit nasledujici méfeni.

Vypocty
Koeficient imérnosti pro kyselinu thioglykolovou
Pocita se vzhledem k methyloktanoatu na zaklad¢ standardni smési.

Oznadi-li se kyselina thioglykolové jako ,,t“,

ptiCemz

k= jeji koeficient iumémosti,

m' = jeji hmotnost ve smési (v mg),
S = plocha jejiho piku,

a oznaci-li se methyloktanoat jako ,,c*,

pfi¢emz

m'.=  jeho hmotnost ve smési (v mg),
S, = plocha jeho piku,

potom

Tento koeficient se 1i8i podle pouZitého pfistroje.
Koncentrace kyseliny thioglykolové pfitomné ve vzorku

Oznadi-li se kyselina thioglykolova jako ,,t*,
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piiemz
ki=  jeji koeficient umémosti,
Si=  plocha jejiho piku,

a oznaci-li se methyloktanoat jako ,,c*,

pii¢emz

m¢,=  jeho hmotnost ve smési (v mg),

Sc = plocha jeho piku,

M= hmotnost ptivodniho zkusebniho vzorku (v mg),
potom % (m/m) kyseliny thioglykolové pfitomné ve vzorku je:

k, xS,

mc
X
M

x 100

c

8. OPAKOVATELNOST
Pro vyrobky obsahujici asi 8 % (m/m) kyseliny thioglykolové nesmi

rozdil mezi vysledky dvou paralelnich stanoveni na stejném vzorku
prekrocit absolutni hodnotu 0,8 %.

19. KVALITATIVNI A KVANTITATIVNI STANOVENI
HEXACHLOROFENU (INN)

A. KVALITATIVNI STANOVENI
1. ROZSAH A OBLAST POUZITI

Tato metoda je vhodna pro v§echny kosmetické prostredky.
2. PRINCIP

Hexachlorofen ve vzorku se extrahuje ethylacetitem a kvalitativné se
stanovi chromatografii na tenké vrstvé.

3. POUZITE CHEMIKALIE
VSechny pouZité chemikalie musi byt Cistoty p.a. nebo vyssi

3.1 Kyselina sirova, 4 mol/l
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3.2
3.3
34

35

3.6

3.7

4.1
4.2

43

5.1

5.2
53

5.4

5.5

5.6

6.1

Celit AW

Ethylacetat

Mobilni fize: Benzen obsahujici 1 % (V/V) ledové kyseliny octové.
Detekéni ¢inidlo It

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

Detekéni ¢inidlo II:

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

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

Standardni roztok:

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

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

Lazen pro temperaci chromatografické komory udrZovana na teploté
26 °C

PRIPRAVA ZKUSEBNIHO VZORKU

1 g homogenizovaného vzorku se dikladn€ promichd s1 g Celitu AW
(3.2) a 1 ml kyseliny sirové (3.1).

Susi se 2 hodiny pii 100 °C.
Necha se vychladnout a vysuseny zbytek se rozdrti na jemny prasek.

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

Odpaii se pfi 60 °C.
Odparek se rozpusti ve 2 ml ethylacetatu (3.3).
POSTUP

2 pl roztoku zkusebniho vzorku (5.6) a 2 pl standardniho roztoku (3.7) se
nanesou na desku pro chromatografii na tenké vrstveé (4.1).
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6.2 Komora (4.3) se nasyti mobilni fazi (3.4).

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

6.4 Deska pro chromatografii na tenké vrstv€ se vyjme z komory a susi se
v su$arné s nucenym ob&hem vzduchu pii teploté asi 105 °C.

6.5 Detekce
Skvrny hexachlorofenu na desce pro chromatografii na tenké vrstvé se
detekuji zptisobem popsanym v bodé 6.5.1 nebo 6.5.2.

6.5.1 Deska se rovnomérné postiika detekénim ¢€inidlem I (3.5). Po 30 minutach
se deska pozoruje v UV svétle pfi 254 nm.

6.5.2 Deska se rovnomeérné postiika roztokem
2,6-dibrom-4-(chlorimino)cyklohexa-2,5-dienonu  detekéniho ¢inidla II
(3.6). Nasledn¢ se deska postiikd roztokem uhli¢itanu sodného (3.6).
Deska se po 10 minutach suSeni pfi pokojové teploté pozoruje v dennim
svétle.

7. INTERPRETACE

7.1 Detekéni €inidlo I (3.5):
Hexachlorofen se detekuje jako namodrald skvrma na Zluto-oranZovém
fluoreskujicim pozadi a ma R¢ pfiblizné 0,5.

7.2 Detekeni €inidlo 11 (3.6):
Hexachlorofen se detekuje jako blankytné modra aZ tyrkysové zbarvena
skvrna na bilém pozadi a ma Rs pfiblizné 0,5.
B. KVANTITATIVNI STANOVENI

1. ROZSAH A OBLAST POUZIT]
Tato metoda je vhodna pro vSechny kosmetické prostredky.

2. DEFINICE
Obsah hexachlorofenu ve vzorku stanoveny touto metodou se vyjadri
v hmotnostnich procentech hexachlorofenu.

3. PRINCIP

Hexachlorofen se stanovuje po pfeméné€ na methylderivat plynovou
chromatografii s detektorem elektronového zachytu.
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4. POUZITE CHEMIK ALIE

VSechny pouZité chemikalie musi byt istoty p.a. nebo vyssi

4.1 Ethylacetat

4.2 N-methyl-N-nitroso-p-toluensulfonamid (diazald)

4.3 Diethylether

4.4 Methanol

4.5 2-(2-ethoxyethoxy)ethanol (karbitol)

4.6 Kyselina mravenc¢i

4.7 Hydroxid draselny, 50% vodny roztok (m/m) (pfipravuje se vZdy Gerstvy)

4.8 Hexan pro spektroskopii

4.9 Bromchlorofen (standard ¢. 1)

4.10 4,4',6,6'-tetrachlor-2,2'-thiodifenol (standard ¢. 2)

4.11 2,4,4'-trichlor-2-hydroxydifenylether (standard &. 3)

4.12 Aceton

4.13 Kyselina sirova, 4M

4.14 Celit AW

4.15 Kyselina mraven¢i v ethylacetatu, 10% roztok (V/V)

4.16 Hexachlorofen

5. PRISTROJE A POMUCKY

5.1 Obvyklé laboratorni sklo

52 Miniaparatura pro pfipravu diazomethanu (Analyt. Chem. 1973, 45,
2302-2)

5.3 Plynovy chromatograf vybaveny detektorem elektronového zachytu se
zdrojem °Ni

6. POSTUP

6.1 Priprava standardniho roztoku

Standard se zvoli tak, aby neinterferoval se Zadnou latkou obsaZenou
v analyzovaném vyrobku jako pomocna litka. Obvykle je nejvhodn&jsi
standard ¢. 1 (4.9).
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6.1.1 Do odmémé batiky na 100 ml se navaZi asi 50 mg standardu ¢. 1, 2 nebo 3
piesné (4.9, 4.10 nebo 4.11) a 50 mg hexachlorofenu (4.16). Doplni se na
objem ethylacetitem (4.1) (roztok A). 10ml roztoku A se zfedi
ethylacetatem (4.1) na 100 ml (roztok B).

6.1.2 Do odmé&mé baiiky na 100 ml se navaZzi asi 50 mg standardu €. 1, 2 nebo 3
presn& (4.9, 4.10 nebo 4.11). Doplni se na objem ethylacetaitem (4.1)
(roztok C).

6.2 Priprava vzorku

Navéazi se asi 1g homogenizovaného vzorku pfesné a dikladng se
promicha s 1 ml kyseliny sirové (4.13), 15 ml acetonu (4.12) a 8 g Celitu
AW (4.14). Smés se 30 minut susi vzduchem na vodni lazni, poté se jeden
a ptl hodiny su$i vsu$amé snucenym ob&hem vzduchu. Necha se
vychladnout, zbytek se rozdrti na jemny prasek a pfevede do sklenéné
kolony. Eluuje se ethylacetatem (4.1) a jima se 100 ml. Pfidaji se 2 ml
roztoku vnitiniho standardu (roztok C) (6.1.2).

(Vzhledem k tomu, Ze hexachlorofen je obsaZen v celé fadé€ typt vyrobk,
je duilezité pfed definitivnim zaznamendnim vysledkl stanovit vytéZek
hexachlorofenu pfi stanoveni v dotyéném vzorku timto postupem. Jsou-li
vytézky nizké, mohou byt se souhlasem zucastnénych stran provedeny
zmény, napftiklad zména rozpoustédla (benzen misto ethylacetatu) apod.)

6.3 Methylace vzorku

V8echna reakéni €inidla a aparatura se 2 hodiny chladi na teplotu 0 aZ
4 °C. Do vng&jsiho zasobniku diazomethanové aparatury se pievede 1,2 ml
roztoku pfipraveného podle bodu 6.2 a 0,1 ml methanolu (4.4). Do
stitedniho zasobniku se pievede asi 200 mg diazaldu (4.2), ptida se 1 ml
karbitolu (4.5) a 1 ml diethyletheru (4.3) a necha se rozpustit. Aparatura se
sestavi, z poloviny se ponoii do lazné o teplot¢ 0°C a do stfedniho
zasobniku se injekéni stfikaCkou zavede asi 1 ml vychlazeného roztoku
hydroxidu draselného (4.7). Je tfeba se pfesvédcit, zZe Zluté zbarveni
zplsobené vzniklym diazomethanem pfetrvava. Pokud Zluté zbarveni
nepietrvava, methylace se opakuje s dal§imi 200 mg diazaldu (4.2).

(Pretrvavani tohoto Zlutého zbarveni je znamkou piebytku diazomethanu,
ktery je nezbytny pro zajisténi uplné methylace vzorku.)

Aparatura se po 15 minutach vyjme z lazné a ponechd se uzaviend pfti
laboratorni teploté 12 hodin. Aparatura se otevie, pfebytek diazomethanu
se odstrani pfidavkem nékolika kapek 10% (V/V) roztoku kyseliny
mravenéi v ethylacetatu (4.15), organicky roztok se ptevede do odmérmé
bariky na 25 ml. Doplni se na objem hexanem (4.8).

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

VSechna reakéni Cinidla a aparatura se 2 hodiny chladi na teplotu 0 az
4 °C. Do vngjsiho zasobniku diazomethanové aparatury se umisti:

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

V methylaci se pokracuje tak, jak je popsano vbodé 6.3. 1,5ul
vysledného roztoku se nastiikne do chromatografu.

7. PLYNOVA CHROMATOGRAFIE

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

R =2 d' (r2 _ rl)

W+ W,
kde
rnan= retenéni ¢asy dvou pikl (v min.),
W;aW,;= Sitky pikt v poloving vysky piki (v mm),
d= rychlost posuvu papiru (v mm/min.).

Jako vhodné se ukazaly nasledujici chromatografické podminky:
Kolona: nerezova ocel.

Délka: 1,7 m.

Primér: 3 mm.
Nosié:

Chromosorb WAW

zmitost: 80 azZ 100 mesh.
Stacionami faze: 10% OV 17.
Teploty:

kolona: 280 °C,

nastiik: 280 °C,

detektor: 280 °C.
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Nosny plyn: dusik zbaveny kysliku.
Tlak: 2,3 bar.
Priitok: 30 ml/min.

8. VYPOCET

8.1 Koeficient umérnosti hexachlorofenu
Bude odpovidat zvolenému standardu a jeho poméru ve standardni smési.
Oznaci-li se
h = hexachlorofen,
ky = jeho koeficient umérnosti,
m',, = jeho hmotnost ve smési (v g),
A'y, = plocha jeho piku,
s = vybrany standard,
m's = jeho hmotnost ve smési (v g),

A's = plocha jeho piku,

potom:
' 1
kh — m'h x A's
m A h
8.2 Mnozstvi hexachlorofenu ve vzorku

Oznaci-li se

h = hexachlorofen,

kn = jeho koeficient imémosti,

Ay, = plocha jeho piku,

s = vybrany standard,

m; = jeho hmotnost ve smési (v g),

As = plocha jeho piku,

M = hmotnost odebraného vzorku (v g),

potom % (m/m) hexachlorofenu ve vzorku je
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msxkthhXIOO
M x A

OPAKOVATELNOST

Pro vyrobky obsahujici asi 0,1 % (m/m) hexachlorofenu nesmi rozdil
mezi vysledky dvou paralelnich stanoveni na stejném vzorku pfekro€it

absolutni hodnotu 0,005 %.

20. KVANTITATIVNI STANOVENI TOSYLCHLORAMIDU SODNEHO,
(CHLORAMINU-T)(INN)

4.1
42

4.3

4.4

4.5

ROZSAH A OBLAST POUZITI

V této metodé je popsano Kkvantitativni stanoveni tosylchloramidu
sodného (chloraminu-T) v kosmetickych prostfedcich chromatografii na
tenké vrstve.

DEFINICE

Obsah chloraminu-T ve vzorku stanoveny touto metodou se vyjadii
v hmotnostnich procentech (m/m).

PRINCIP

Chloramin-T se kvantitativné hydrolyzuje na 4-toluensulfonamid varem
s kyselinou chlorovodikovou.

Mnozstvi vzniklého 4-toluensulfonamidu se po chromatografii na tenké
vrstvé stanovi fotodenzitometricky.

POUZITE CHEMIKALIE
Vsechny pouzité chemikalie musi byt €istoty p.a. nebo vyssi
Tosylchloramid sodny (chloramin-T)

Standardni roztok 4-toluensulfonamidu: 50 mg 4-toluensulfonamidu ve
100 ml ethanolu (4.5)

Kyselina chlorovodikova, 37% (m/m), d2° = 1,18 g/ml
Diethylether
Ethanol, 96% (V/V)
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4.6 Mobilni faze
4.6.1 Butan-1-ol/ethanol (4.5)/voda (40:4:9, V/V/V), nebo

4.6.2 Chloroform/aceton (6:4, V/V)

4.7 Hotové desky pro chromatografii na tenké vrstvé, silikagel 60, bez
fluorescenéniho indikatoru

4.8 Manganistan draselny

4.9 Kyselina chlorovodikova, 15% (m/m)

4.10 Detekéni ¢inidlo: 2-toluidin, 1% roztok (m/V) v ethanolu (4.5)

5. PRISTROJE A POMUCKY

5.1 Obvyklé laboratorni vybaveni

5.2 Obvyklé vybaveni pro chromatografii na tenké vrstveé

53 Fotodenzitometr

6. POSTUP

6.1 Hydrolyza

Do bariky na 50 ml s kulatym dnem se navazi asi 1 g vzorku pfesné (m).
Pfida se 5 ml vody a 5 ml kyseliny chlorovodikové (4.3) a vaii se jednu
hodinu pod zpétnym chladi¢em. Horka suspenze se okamzit€ prevede
vodou do odmémé bariky na 50 ml. Necha se vychladnout a doplni po
rysku vodou. Odstteduje se 5 minut alespoii pifi 3000 ot./min a
superatant se zfiltruje.

6.2 Extrakce

6.2.1 Odebere se 30 ml filtratu a extrahuje se tiikrat 15 ml diethyletheru (4.4).
V ptipadé potfeby se etherové faze vysusi a shromazdi v 50 ml odmémé
baiice. Doplni se na objem diethyletherem (4.4).

6.2.2 Odebere se 25 ml vysuseného etherického extraktu a odpafi se do sucha
v proudu dusiku. Odparek se rozpusti v 1 ml ethanolu (4.5).

6.3 Chromatografie na tenké vrstvé

6.3.1 20 ul ethanolického roztoku odparku (6.2.2) se nanese na desku pro

chromatografii na tenké vrstvé (4.7).

Soucasné a stejnym zplisobem se nanese 8, 12, 16 a 20 pl standardnich
roztoki 4-toluensulfonamidu (4.2).

v

6.3.2 Nechd se vyvijet v mobiini fazi (4.6.1 nebo 4.6.2) aZ &elo dosihne
vzdalenosti asi 150 mm.
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6.3.3

6.4

6.5

Po tplném odpafeni mobilni faze se deska umisti na 2 azZ 3 minuty do
atmosféry par chloru, wvzniklych nalitim asi 100ml kyseliny
chlorovodikové (4.9) na asi 2 g manganistanu draselného (4.8) v uzaviene
nadobé. Piebytek chloru se odstrani zahfatim desky na 100 °C po dobu 5
minut. Poté se deska postiika detekénim ¢inidlem (4.10).

Méreni

Pfiblizn€ po jedné hodiné se fialové skvrny proméii fotodenzitometrem
pii 525 nm.

Vyneseni kalibracnich krivek
Hodnoty maximalnich vySek pikd stanovenych pro &tyfi skvmy
4-toluensulfonamidu se vynesou proti odpovidajicim mnoZstvim

4-toluensulfonamidu (tj. 4, 6, 8 a 10 pg 4-toluensulfonamidu na skvrmu).

POZNAMKA

‘Metodu je moZno ov&fit pomoci 0,1 nebo 0,2% roztoku (m/V)

chloraminu-T (4.1), ktery se podrobi stejnému postupu jako vzorek (6).
VYPOCET

Obsah chloraminu-T ve vzorku vyjadfeny v hmotnostnich procentech se
vypocte takto

% (m/m) tosylchloramid sodny = L33 xa
60 x m
kde
1,33 = piepocitavaci faktor 4-toluensulfonamid/Chloramin-T,
a= mnozstvi 4-toluensulfonamidu ve vzorku, odeétené
z kalibraénich kiivek (v pg),
m= hmotnost odebraného vzorku (v g).
OPAKOVATELNOST

Pro vyrobky obsahujici asi 0,2 % (m/m) chloraminu-T nesmi rozdil mezi
vysledky dvou paralelnich stanoveni na stejném vzorku pfekrocit
absolutni hodnotu 0,03 %.
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21. KVAN’TITATIVNi STANOVENI CELKOVEHO FLUORU V ZUBNICH
PASTACH

1. ROZSAH A OBLAST POUZITI

Tato metoda je uréena ke kvantitativnimu stanoveni celkového fluoru
v zubnich pastach. Je vhodna pro obsah nepfesahujici 0,25 %.

2. DEFINICE

Obsah fluoru ve vzorku stanoveny touto metodou se vyjadfi
v hmotnostnich procentech.

3. PRINCIP

Stanoveni se provadi plynovou chromatografii. Fluor se ze sloucenin
obsahujicich fluor pfevede na triethylfluorsilan (TEFS) pifimou reakci
s chlortriethylsilanem (TECS) v kyselém prostiedi a soucasné se extrahuje
xylenem obsahujicim cyklohexan jako vnitini standard.

4, POUZITE CHEMIKALIE

Vsechny pouZité chemikalie musi byt Cistoty p.a. nebo vyssi

4.1 Fluorid sodny, suseny pfi 120 °C do konstantni hmotnosti

4.2 Voda, dvakrat destilovana nebo ekvivalentni kvality

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

4.4 Cyklohexan (CgH;>)

4.5 Xylen nevykazujici na chromatogramu pii chromatografii za stejnych

podminek jako vzorek (6.1) Zadné piky pfed pikem rozpoustédla.
V piipadé potieby se Cisti destilaci (5.8).

4.6 Chlortriethylsilan (TECS Merck nebo ekvivalentni)
4.7 Standardni roztoky fluoru
4.7.1 Zasobni roztok, 0,250 mg F /ml. Navazi se pfesné 138,1 mg fluoridu

sodného (4.1) a rozpusti se ve vodé (4.2). Roztok se kvantitativn€ pievede
do odmérné barky na 250 ml (5.5). Ztfedi se po rysku vodou (4.2) a
promicha.

4.7.2 Ztedény zasobni roztok, 0,050 mg F~/ml. Do odmémé bariky na 100 ml
(5.5) se pipetou prevede 20 ml zasobniho roztoku (4.7.1). Zfedi se po
rysku vodou a promicha.
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4.8 Roztok vnitfniho standardu
Smiché se 1 ml cyklohexanu (4.4) a 5 ml xylenu (4.5).
4.9 Roztok chlortriethylsilan/vnitini standard

Do odmérné bariky na 10 ml se pipetou (5.7) pfevede 0,6 ml TECS (4.6) a
0,12 ml roztoku vnitfniho standardu (4.8). Ztedi se xylenem po rysku a
promicha. Pfipravuje se Cerstvy kazdy den.

4.10 Kyselina chlorista, 70% (m/V)

4.11 Kyselina chlorista, 20% (m/V) ve vodé (4.2)

5. PRISTROJE A POMUCKY

5.1 Obvyklé laboratorni vybaveni

5.2 Plynovy chromatograf vybaveny plamenovym ionizaénim detektorem

53 Michacka Vortex nebo ekvivalentni

54 Trepacka Biihler, typ SMB; nebo ekvivalentni

5.5 Odmémeé baiiky na 100 a 250 ml z polypropylenu

5.6 Centrifugacni kyvety (sklenéné) na 20ml se Sroubovacimi uzavéry

potaZzenymi teflonem, Sovirel typ 611-56 nebo ekvivalentni. Kyvety a
uzaveéry se Cisti louhovanim v kyseliné chloristé (4.11) n&kolik hodin, poté
se pétkrat vyplachnou vodou (4.2) a nakonec se susi pti 100 °C.

5.7 Pipety s nastavitelnym objemem na 50 az 200 pl, se $pi¢kami z plastu na
jedno pouziti.

5.8 Destilacni piistroj s tfidilnou Schneiderovou kolonou nebo ekvivalentni
kolonou Vigreux.

6. POSTUP
6.1 Analyza vzorku
6.1.1 Vybere se dosud neoteviena tuba se zubni pastou, roztizne se a veskery

obsah se vyjme. Pfevede se do nadoby z plastu, dikladné se promicha a
uchovava se za podminek, pfi nichZ nedojde ke znehodnoceni vzorku.

6.1.2 Do centrifugaéni zkumavky (5.6) se navazi pfesné 150 mg vzorku (m),
ptida se 5 ml vody (4.2) a zhomogenizuje se (5.3).

6.1.3 Pfida se 1 ml xylenu (4.5).

6.14 Po kapkach se ptida S ml kyseliny chlorovodikové (4.3) a zhomogenizuje
se (5.3).
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6.1.5 Do centrifugaéni kyvety (5.6) se pipetou pfida 0,5ml roztoku
chlortriethylsilan/vnitini standard (4.9).

6.1.6 Kyveta se uzavie Sroubovacim uzavérem (5.6) a dikladné se tfepe
45 minut na tfepacce (5.4) nastavené na 150 kmitd za minutu.

6.1.7 Odstfed'uje se 10 minut pfi takové rychlosti, aby doSlo ke zietelné
separaci fazi, kyveta se otevie, organicka vrstva se oddeli a 3 pl organické
faze se nastiiknou do kolony plynového chromatografu (5.2).

Poznamka:

Eluce vSech sloZek trva asi 20 minut.

6.1.8 Nastiik se opakuje, vypocte se primémy pomér ploch pikd (Arers/Acn), a
odpovidajici obsah fluoru (v mg (m,)) se odeéte z kalibraéni kfivky (6.3).

6.1.9 Celkovy obsah fluoru ve vzorku (v hmotnostnich procentech fluoru) se
vypoéte zpltisobem popsanym v bodé 7.

6.2 Chromatograficke podminky

6.2.1 Kolona: nerezova ocel.
Délka: 1,8 m.

Priimér: 3 mm.

Nosic¢: Gaschrom Q, 80 az 100 mesh.

Stacionami faze: silikonovy olej DC 200 nebo ekvivalentni, 20 %. Kolona
se kondicionuje pfes noc pii 100 °C (pfi pritoku nosného plynu 25 ml
dusiku za minutu), coZ se opakuje kazdou noc. Po kazdém c¢tvrtém nebo

patém nastiiku se kolona znovu kondicionuje zahfatim na 100 °C na dobu
30 minut.

Teplotni reZim:
kolona: 70 °C,
nastiik: 150 °C,
detektor. 250 °C.
Priitok nosného plynu: 35 ml dusiku za minutu.
6.3 Kalibracéni kfivka
6.3.1 Do tady Sesti centrifugacnich kyvet (5.6) se pipetou odméfi 0, 1, 2, 3,4 a
5 ml zfedéného standardniho roztoku fluoridu (4.7.2). Kazda zkumavka se

doplni vodou (4.2) na objem 5 ml.

6.3.2 Pokracuje se tak, jak je popsano v bodech 6.1.3 az 6.1.6 v¢etné.
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6.3.3 Do kolony plynového chromatografu (5.2) se nastfiknou 3 ul organické

faze.
6.3.4 Nastiik se opakuje a vypocita se primémy pomér ploch pikt (Atgrs/Ach).
6.3.5 Vynese se kalibratni kfivka zavislosti hmotnosti fluoru (vmg) ve

standardnich roztocich (6.3.1) a pomér ploch piku (Atgrs/Acy) zméfenych
podle bodu 6.3.4. Pomoci regresni analyzy se provede nejlepsi proloZeni
bodi kiivky pfimkou.

7. VYPOCET

Koncentrace celkového fluoru ve vzorku (v hmotnostnich procentech
fluoru) (% (m/m) F) je dana vztahem

% F="1 4 100 %

m
kde
m= zkuSebni vzorek (6.1.2) (v mg),
m; = mnozZstvi F (v mg) odectené z kalibra¢ni kiivky (6.1.8).
8. OPAKOVATELNOST

Pro vyrobky obsahujici asi 0,15 % (m/m) fluoru nesmi rozdil mezi
vysledky dvou paralelnich stanoveni na stejném vzorku pfekrodit
absolutni hodnotu 0,012 %.

22. KVANTITATIVNI STANOVENI ORGANICKYCH SLOUCENIN RTUTI

ROZSAH A OBLAST POUZITI

Dale popsanou metodu lze pouZit pro kvalitativni a kvantitativni stanoveni
organickych derivati rtuti pouZivanych jako konzervaéni piisady
v kosmetickych prostfedcich k liCeni a odli¢ovani o&i. Metodu lze pouzit
pro thiomersal (INN), merthiolat a fenylrtutnaté soli.
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A. KVALITATIVNI STANOVENI

1. PRINCIP

Organické  slouCeniny  rtuti se pievedou na  komplex
s 1,5-difenyl-3-thickarbazonem. Po extrakci dithizonatu

tetrachlormethanem se provede chromatografie na tenké vrstvé na
silikagelu. Dithizonaty se na chromatogramu projevi jako oranZoveé
zbarvené skvrny.

2. POUZITE CHEMIKALIE

V3echny pouZité chemikalie musi byt Cistoty p.a. nebo vyssi

2.1 Kyselina sirova, 25% (V/V)

2.2 1,5-difenyl-3-thiokarbazon (dithizon): 0,8 mg ve 100 ml tetrachlormethanu
(2.4)

2.3 Dusik

2.4 Tetrachlormethan

2.5 Mobilni faze: hexan/aceton, 90:10 (V/V)

2.6 Standardni roztok, 0,001 % ve vodé:

2-(ethylmercuriothio)benzoatu sodného,
chloridu ethylrtuti nebo chloridu methylrtuti,
dusi¢nanu fenylrtuti nebo octanu fenylrtuti,

chloridu rtut’natého nebo octanu rtut’natého.

2.7 Hotové silikagelové desky (napi. Merck 5721 nebo ekvivalentni)
2.8 Chlorid sodny

3. PRISTROJE A POMUCKY

3.1 Obvyklé laboratorni vybaveni

3.2 Obvyklé vybaveni pro TLC

33 Filtr pro separaci fazi
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4. POSTUP
4.1 Extrakce
4.1.1 1g vzorku se zfedi v centrifugaéni kyvet¢ 20 ml destilované vody. Co

nejvice se rozptyli a zahfeje na vodni lazni na 60 °C. Pfidaji se 4 g

chloridu sodného (2.8). Protfepe se. Necha se vychladnout.

4.1.2 Odstted'uje se alespofi 20 minut pti 4500 ot./min, aby se oddélila vétsi
ast pevné faze od kapaliny. Pefiltruje se do délici nalevky a pfida se
0,25 ml roztoku kyseliny sirové (2.1).

4.13 Nékolikrat se extrahuje 2 aZ 3 ml roztoku dithizonu (2.2), dokud
nezilistane posledni organicka faze zelena.

4.1.4 Vsechny organické faze se postupné pfefiltruji pies filtr pro separaci fazi
(3.3).

4.1.5 Odpafi se do sucha v proudu dusiku (2.3).

4.1.6 Rozpusti se v 0,5 ml tetrachlormethanu (2.4). Roztok se okamZité pouZije

zpisobem popsanym v bod¢ 4.2.1.
42 Separace a kvalitativni stanoveni

421 Na silikagelovou desku (2.7) se ihned nanese 50 pul roztoku
v tetrachlormethanu, pfipraveného podle bodu 4.1.6. Soucasné se 10 ml
standardniho roztoku (2.6) podrobi postupu popsanému v bodé€ 4.1 a 50 ul
ziskaného roztoku se nanese na tutéz desku.

422 Deska se umisti do mobilni faze (2.5) a mobilni faze se necha vystoupit do
vy8ky 150 mm. Organické sloudeniny rtuti se objevi jako oranZové
skvrny, jejichz barva je stala, jestliZe se okamzit€ po odpafeni
rozpoustédla piikryji sklenénou deskou.

Lze ziskat naptiklad nasledujici hodnoty Ry:

Rr Barva
Thiomersal 0,33 Oranzova
Chlorid ethylrtuti 0,29 Oranzova
Chlorid methylrtuti 0,29 OranZova
Soli fenylrtuti 0,21 OranZova
Rtut’naté soli 0,10 Oranzova
Octan rtut’naty 0,10 OranzZova
1,5-difenyl-3-thiokarbazon 0,09 RiZova
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B. KVANTITATIVNI STANOVENT

1. DEFINICE
Obsah organickych slouenin rtuti stanoveny touto metodou se vyjadfi
v hmotnostnich procentech (m/m) rtuti ve vzorku.

2. PRINCIP
Metoda je zaloZena na méfeni celkového obsahu pfitomné rtuti. Je proto
nezbytné se nejprve ujistit, Ze neni piitomna anorganickd rtut, a
identifikovat organické sloufeniny rtuti pfitomné ve vzorku. Po
mineralizaci se uvolné&na rtut’ stanovi bezplamenovou atomovou absorpci.

3. POUZITE CHEMIKALIE
Vsechny pouzité chemikalie musi byt Cistoty p.a. nebo vyssi

3.1 Koncentrovana kyselina dusi¢na, d2° = 1,41 g/ml

3.2 Koncentrovana kyselina sirova, d2° = 1,84 g/ml

33 Redestilovana voda

34 Manganistan draselny, 7% roztok (m/V)

35 Hydroxylamoniumchlorid, 1,5% roztok (m/V)

3.6 Peroxodisiran draselny, 5% roztok (m/V)

3.7 Chlorid cinaty, 10% roztok (m/V)

3.8 Koncentrovana kyselina chlorovodikova, di" =1,18 g/ml

3.9 Skelna vata impregnovana chloridem palladnatym, 1% (m/m)

4, PRISTROJE A POMUCKY

4.1 Obvyklé laboratorni vybaveni

4.2 Pfistroj pro stanoveni rtuti bezplamenovou atomovou absorpcni
spektrometrii (technika generovani studenych par) véetné potiebného
sklenéného nadobi. Opticka draha kyvety alespori 100 mm.

5. POSTUP

Zachovavaji se vSechna bezpeCnostni opatfeni obvykla pro stopovou
analyzu rtuti.
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5.1 Rozklad

5.1.1 NavaZi se 150 mg vzorku piesné (m). Pfida se 10 ml kyseliny dusi¢né
(3.1) a ponecha se pisobit tfi hodiny ve vzduchotésné nddobce ve vodni
lazni pii 55 °C, v pravidelnych intervalech se protfepava. Soucasné se
provede slepy pokus s reak¢nimi Cinidly.

5.1.2 Po vychladnuti se pfida 10 ml kyseliny sirové (3.2) a jeSt€ jednou se
zahfiva 30 minut ve vodni lazni vyhiaté na 55 °C.

5.1.3 Nadoba se vlozi do ledové 14zng a opatrné se pfida 20 ml vody (3.3).

5.14 Po davkach se pfidaji 2 ml 7% roztoku manganistanu draselného (3.4),
dokud roztok nezlistane zbarveny. Vrati se na dalSich 15 minut do vodni
lazné vyhtaté na 55 °C.

5.1.5 Ptidaji se 4 ml roztoku peroxodisiranu draselného (3.6). V zahiivani na
vodni lazni pfi 55 °C se pokracuje po dobu 30 minut.

5.1.6 Necha se vychladnout a obsah se pfevede do odmémé batiky na 100 ml.
Nadobka se vyplachne 5 ml roztoku hydroxylamonium-chloridu (3.5) a
poté &tyfikrat 10 ml vody (3.3). Roztok by se mél tpln€ odbarvit. Doplni
se po rysku vodou (3.3).

52 Kvantitativni stanoveni

52.1 10 ml zkuSebniho roztoku (5.1.6) se pievede do sklenéné nadobky pro
stanoveni rtuti technikou generovani studenych par (4.2). Zfedi se 100 ml
vody (3.3) a nasledné se pfida S ml kyseliny sirové (3.2) a 5 ml roztoku
chloridu cinatého (3.7). Po kaZdém ptidavku se promicha. Vycka se
30 sekund, aby se veSkeré ionty rtuti zredukovaly na kovovou rtut, a
odecte se vysledna hodnota (n).

522 Skelna vata impregnovana chloridem paladnatym (3.9) se vloZi mezi
redukéni nadobku a pritoénou kyvetu piistroje (4.2). Postup podle bodu
5.2.1 se opakuje a odelte se vysledna hodnota. Pokud hodnota neni
nulova, mineralizace byla netplna a analyza se musi opakovat.

7. VYPOCET
Oznaci-li se
m = hmotnost zkuSebniho vzorku (v mg)
n = mnoZstvi rtuti odec¢tené na pfistroji (v pg)

MnoZstvi rtuti vyjadfené v hmotnostnich procentech rtuti se vypocte ze
vzorce:

. n
% rtuti = —
m
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7. POZNAMKY
7.1  Ke zlepSeni mineralizace miiZe byt nezbytné zacit ztedénim vzorku.

7.2 Je-li podezfeni, Ze se rtut’ absorbuje na substrat, mélo by se provést
kvantitativni stanoveni metodou standardnich pfidavki.

8. OPAKOVATELNOST

Pro vyrobky obsahujici asi 0,007 % (m/m) rtuti nesmi rozdil mezi
vysledky dvou paralelnich stanoveni na stejném vzorku pfekrodit
absolutni hodnotu 0,00035 %.

23. KVAI:ITITATIVNi S,TANOVENI' ALKALICKYCH SULFIDU A SULFIDU
KOVU ALKALICKYCH ZEMIN

1. ROZSAH A OBLAST POUZITI

V této metod¢ je popséno kvantitativni stanoveni sulfidii pfitomnych
v kosmetickych prostfedcich. Pfitomnost thiold nebo jinych redukénich
¢inidel (véetné sifi¢itani) nerusi.

2. DEFINICE

Koncentrace sulfidii stanovena touto metodou se vyjadfi v hmotnostnich
procentech siry.

3. PRINCIP

V okyseleném prostiedi se sirovodik odvede proudem dusiku a poté se
vysrazi ve formé€ sulfidu kademnatého. Ten se odfiltruje, proplachne a
stanovi jodometricky.

4. POUZITE CHEMIKALIE
Vsechny pouZité chemikalie musi byt Cistoty p.a. nebo vyssi
4.1  Koncentrovani kyselina chlorovodikova, d2° = 1,19 g/ml
4.2 Thiosiran sodny, 0,1 mol/l odmé&rny roztok
43 Jod, 0,05 mol/l odmérmny roztok
44  Sulfid sodny
4.5  Octan kademnaty

4.6  Koncentrovany amoniak, d2° = 0,90 g/ml
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4.7 Amoniakalni roztok octanu kademnatého: 10 g octanu kademnatého (4.5)
se rozpusti v pfibliZzné 50 ml vody. Pfidava se amoniak (4.6), dokud se
sraZenina nerozpusti (tj. pfiblizné 20 ml). Doplni se vodou po rysku do
100 ml.

4.8 Dusik

49  Roztok amoniaku M

5. PRISTROJE A POMUCKY

5.1  Obvyklé laboratorni vybaveni

5.2  Ttihrdla zabrusova baiika na 100 ml s kulatym dnem

53 Dve¢ Erlenmeyrovy baiiky se zdbrusem na 150 ml, s trubi¢kou pro pfivod a
odvod plynu.

5.4  Jedna nalevka s dlouhym stonkem
6. POSTUP
6.1 Uvolnéni sulfidii

6.1.1 PouZije se dosud neoteviené baleni prostfedku. Do bariky s kulatym dnem
(5.2) se pfesné navazi mnoZstvi vyrobku (m) (vyjadfeno v g), které
odpovida nejvyse 30 mg sulfidovych iontl. Pfida se 60 ml vody a 2 kapky
odpénovace.

6.1.2 Do obou Erlenmeyerovych banék (5.3) se prevede po 50 ml roztoku (4.7).

6.1.3 Na tfihrdlou bafiku (5.2) se pfipoji délici nélevka, trubice pro pfivod a
odvod plynu. Trubice pro odvod plynu se pfipoji pomoci hadi¢ek z PVC
na Erlenmeyerovy baiiky (5.3) fazené za sebou.

Poznamka: Aparatura na uvolnéni sulfiddi musi projit nasledujici
zkouskou té€snosti: za stejnych zkuSebnich podminek se
prostfedek, ktery mé byt zkoumén, nahradi 10 ml roztoku
sulfidu (pfipraveného podle bodu 4.4), obsahujiciho ,,X mg*
sulfidu (stanovi se jodometricky). Necht’ ,,Y*“ je podet
miligramt sulfidu zjistény na konci této operace. Rozdil
mezi mnozstvim ,,X“ a,,Y* nesmi ptekroéit 3 %.

6.1.4 Pro odstranéni vzduchu se necha barikou s kulatym dnem (5.2) 15 minut
prochazet dusik (4.8) rychlosti 2 bublinky za sekundu.

6.1.5 Baiika s kulatym dnem se ohfeje na 85 + 5 °C.

6.1.6 Proud dusiku (4.8) se zastavi a po kapkach se pfidd 40 ml kyseliny
chlorovodikové (4.1).
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6.1.7 Proud dusiku (4.8) se obnovi po pfidani témé&f veskeré kyseliny, ponecha
se minimalni mnoZstvi kapaliny, aby se zamezilo uniku sirovodiku.

6.1.8 Po 30 minutach se ohfev pferusi. Bafika (5.2) se nechd nejméné hodinu a
pul chladnout za stalého proudu dusiku (4.8).

6.2 Titrace

6.2.1 SraZenina sulfidu kademnatého se odfiltruje pfes nalevku s dlouhym
stonkem (5.4).

6.2.2 Erlenmeyerovy bafiky (5.3) se nejprve proplachnou roztokem amoniaku

(4.9) a kapalina se nalije na filtr. Poté se vyplachnou destilovanou vodou a
voda se pouzije k promyti sraZeniny zadrZované na filtru.

6.2.3 Promyvani srazeniny se dokonéi promytim dal§imi 100 ml vody.

6.2.4 Papirovy filtr se vloZi do prvni Erlenmeyerovy baiiky, kterd obsahovala
sraZeninu. P¥ida se 25 ml (n;) roztoku jodu (4.3), ptiblizn€ 20 m] kyseliny
chlorovodikové (4.1) a 50 ml destilované vody.

6.2.5 Nadbytek jodu se stanovi roztokem thiosiranu sodného (n;) (4.2).
7. VYPOCET

Obsah sulfidi ve vzorku vyjadfeny v hmotnostnich procentech siry se
vypocte podle nasledujiciho vzorce:

32 (n; x; — Ny X,)

v siry = 20 m
kde:
n; = pouzité mnozstvi odmérmého roztoku jodu (4.3) (v mililitrech),
X = molarita tohoto roztoku,
n;=  pouzité mnozstvi odmémého roztoku thiosiranu sodného (4.2)
(v mililitrech),
X2 = molarita tohoto roztoku,
m= hmotnost zkuSebniho vzorku (v g).
8. OPAKOVATELNOST

Pro vyrobky obsahujici asi 2% (m/m) sulfidi nesmi rozdil mezi
vysledky dvou paralelnich stanoveni na stejném vzorku pfekrocit
absolutni hodnotu 0,2 %.
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24. KVALITATIVNI A KVANTITATIVNI STANOVENI
2,3-DIHYDROXYPROPYL-4-AMINOBENZOATU

A. KVALITATIVNI STANOVENI
1. ROZSAH A OBLAST POUZITI

Tato metoda slouZi ke kvalitativnimu stanoveni 2,3-dihydroxypropyl-4-
aminobenzoatu (glycerol-1-(4-aminobenzoatu)). Slouzi rovnéz ke
kvalitativnimu stanoveni ethyl-4-aminobenzoatu (benzokainu INN), ktery
muZe byt pfitomen jako neéistota.

2. PRINCIP
Kvalitativni stanoveni se provadi chromatografii na tenké vrstveé

s pouzitim silikagelu a fluorescentniho indikatoru a dikazem volné
primarni aminoskupiny prostfednictvim tvorby diazobarviva na desce.

3. POUZITE CHEMIKALIE

Vsechny pouzité chemikalie musi byt ¢istoty p.a. nebo vyssi

3.1 Smés rozpoustédel: cyklohexan/propan-2-ol/stabilizovany dichlormethan
48/64/9 (V/V/V).
3.2 Mobilni faze: petrolether (40-60)/benzen/aceton/roztok hydroxidu

amonného (alespoii 25 % amoniaku): 35/35/35/1 (V/VINV/IV).

33 Detekeni ¢inidlo: a)  dusitan sodny: 1 g ve 100 ml 1M HCI (pfipraveny
tésné pred pouzitim),

b) 2-naftol: 0,2g ve 100ml 1M hydroxidu
draselného.

3.4  Standardni roztoky:

2,3-dihydroxypropyl-4-aminobenzoat: 0,05g ve 100ml smésného
rozpoustédla 3.1;

ethyl-4-aminobenzoéat: 0,05 g ve 100 ml smé&sného rozpoustédla 3.1.

3.5 Silikagelové desky 60 F254, o tloust’ce vrstvy 0,25 mm, 200 mm X
200 mm.
4. PRISTROJE A POMUCKY

4.1 Obvyklé zatizeni pro chromatografii na tenké vrstvé
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42 Ultrazvukova lazen

4.3 Filtr Millipore FH 0,5 pm nebo ekvivalentni
5. POSTUP

5.1 Priprava vzorku

Do odmérné baiiky s uzavérem na 10 ml se navazi 1,5 g prostfedku, ktery
ma byt analyzovan. Doplni se po rysku rozpoustédlem 3.1. Uzavfe se a
1 hodinu ponechd pfi laboratorni teplot¢ v ultrazvukové lazni (4.2.).
Zfiltruje se pfes filtr Millipore (4.3) a filtrat se pouZije pro chromatografii.

5.2 Chromatografie na tenké vrstvé

Na desku (3.5) se nanese 10 pul roztoku vzorku (5.1) a kazdého ze
standardnich roztokd (3.4). Chromatogram se vyviji do vysky 150 mm
v komote pfedem nasycené mobilni fazi 3.2. Deska se necha vyschnout
pii teploté okoli.

53 Detekce
5.3.1 Deska se pozoruje pod UV svétlem 254 nm.
532 Zcela vysuSena deska se postiika detekénim roztokem 3.3 a).

Deska se necha schnout 1 minutu pfi laboratorni teploté a ihned se
postiika detekénim roztokem 3.3 b). Vysusi se v susamne pti 60 °C. Objevi
se skvrny oranzové barvy. 2,3-dihydroxypropyl-4-aminobenzoat: Rg
asi 0,07, ethyl-4-aminobenzoat: R¢ 0,55.

B. KVANTITATIVNI STANOVEN]
1. ROZSAH A OBLAST POUZITi

Tato metoda slouzi ke kvantitativnimu stanoveni 2,3-dihydroxypropyl-4-
aminobenzodtu rovnéZ stanovuje ethyl-4-aminobenzoat. Nelze stanovit
vice neZ 5 % (m/m) 2,3-dihydroxypropyl-4-aminobenzoatu a vice nez 1 %
(m/m) ethyl-4-aminobenzoatu.

2. DEFINICE

Obsah 2,3-dihydroxypropyl-4-aminobenzoatu a obsah
ethyl-4-aminobenzoatu stanovené touto metodou se vyjadii v procentech
(% m/m) hmotnosti prostredku.
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3. PRINCIP

Prostiedek, ktery ma byt analyzovan, se suspenduje v methanolu a po
vhodné upravé vzorku se stanovi vysokouinnou kapalinovou

chromatografii (HPLC).

4. POUZITE CHEMIKALIE
VSechny pouzité chemikalie musi byt istoty p.a. nebo vyss§i a musi byt
vhodna pro HPLC.

4.1 Methanol

4.2 Dihydrogenfosfore¢nan draselny (KH,PO4)

4.3 Octan zine¢naty (Zn(CH3COO),2H,0)

4.4 Kyselina octova (dﬁo =1,05)

4.5 HexakyanoZeleznatan draselny (K4(Fe(CN)g)-3H,0)

4.6 Ethyl-4-hydroxybenzoat

4.7 2,3-dihydroxypropyl-4-aminobenzoat

4.8 Ethyl-4-aminobenzoat

4.9 Fosfatovy  tlumivy  roztok  (0,02M): rozpusti se 2,72g

dihydrogenfosfore¢nanu draselného (4.2) v 1 litru vody.
4.10 Mobilni faze: fosfatovy tlumivy roztok (4.9)/methanol (4.1) 61/39 (V/V)

SloZeni mobilni fize miZe byt zménéno scilem dosahnout faktoru
rozliSeni R >1,5.

dR,-dR,

W, + W,

R=2

kde

R; a Ry=retenc¢ni €asy pikli v min.,

W;aW, = §itky pikt v poloviné vysky pik v mm,

d = rychlost posuvu papiru v mm/min..

4,11 Zasobni roztok 2,3-dihydroxypropyl-4-aminobenzoatu: Navazi se asi
40 mg 2,3-dihydroxypropyl-4-aminobenzoatu pfesn€é a pievede se do

odmémé bariky na 100 ml. Rozpusti se ve 40 ml methanolu (4.1). Doplni
se tlumivym roztokem (4.9) po rysku a promicha se.
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Zéasobni roztok ethyl-4-aminobenzoatu: Navazi se asi 40 mg
ethyl-4-aminobenzoatu piesné a ptevede se do odmérné bariky na 100 ml.
Rozpusti se ve 40 ml methanolu (4.1). Doplni se tlumivym roztokem (4.9)
po rysku a promicha se.
Roztok vnitiniho standardu: Navazi se asi 50 mg ethyl-4-hydroxybenzoatu
pfesné a pievede se do odmé&mé batiky na 100 ml. Rozpusti se ve 40 ml
methanolu (4.1). Doplni se tlumivym roztokem (4.9) po rysku a promicha
se.
Standardni roztoky: Piipravi se ¢tyfi standardni roztoky rozpuSténim
nasledujicich latek ve 100 ml mobilni faze (4.10) podle nasledujici
tabulky:
Standardni | 2,3-dihydroxypropyl-4- | ethyl-4-aminobenzoat | ethyl-4-hydroxybenzoat
roztok aminobenzoat
(pg/ml) | ml@d.11) | (ug/ml) | ml(4.12) | (pg/ml) | ml(4.13)
*) * *
I 8 2 8 2 50 10
I 16 4 12 3 50 10
I 24 6 16 4 50 10
v 40 10 20 5 50 10
(*) Tyto hodnoty jsou informativni a odpovidaji pfesnym hmotnostem v 4.11, 4.12 a
4.13.
Pozndamka: Tyto roztoky mohou byt pfipraveny jinym zptisobem.
Carrezovo ¢inidlo I: Rozpusti se 26,5 g hexakyanoZeleznatanu draselného
(4.5) ve vodé a doplni se do 250 ml.
Carrezovo ¢inidlo II: Rozpusti se 54,9 g octanu zine¢natého (4.3) a 7,5 ml
kyseliny octové (4.4) ve vodé€ a doplni se do 250 ml.
Merck Lichrosorb RP-18, nebo ekvivalentni, s primérnou velikosti ¢astic
5 pm
PRISTROJE A POMUCKY
Obvyklé laboratorni vybaveni
Zafizeni pro vysokoulinnou chromatografii sUV  detektorem
s nastavitelnou vlnové délce a komorou s termostatem nastavenym na
45 °C
Kolona z nerezové oceli: délka: 250 mm; vnitini primér: 4,6 mm; napli

Lichrosorb RP-18 (4.17)
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5.4 Ultrazvukova lazen
6. POSTUP
6.1 Priprava vzorku

6.1.1 Do kadinky na 100 ml se pfesné navazi 1 g vzorku a pfidd se 10 ml
methanolu (4.1).

6.1.2 Kadinka se na 20 minut umisti do ultrazvukové lazné (5.4), aby se
vytvofila suspenze. Takto vytvofend suspenze se kvantitativné pievede
nejvyse 75 ml mobilni faze (4.10) do odmémé bariky na 100 ml.

Postupné se piida 1ml Carrezova ¢inidlal (4.15) a 1 ml Carrezova
¢inidlaIl (4.16) a po kazdém pfidani se promicha. Doplni se elu¢nim
roztokem (4.10) po rysku, znovu se promichd a zfiltruje se pfes skladany
filtraéni papir.

6.1.3 Do odmémé bariky na 50 ml se pipetou pfevede 3,0 ml filtratu ziskaného
podle bodu 6.1.2 a 5,0 ml roztoku vnitfniho standardu (4.13). Doplni se
mobilni fazi po rysku a promiché se. Takto ziskany roztok se pouZije pro
provedeni chromatografické analyzy popsané v bod¢ 6.2.

6.2  Chromatografie

6.2.1 Priitok mobilni faze (4.10) se upravi na 1,2 ml/min a teplota kolony se
nastavi na 45 °C.

6.2.2 Detektor (5.2) se nastavi na 274 nm.

6.2.3 Do chromatografu se mikrostfikackou alespoit dvakrat nastiikne 20 pl
roztoku (6.1.3) a zméfi se plochy piki.

6.3 Kalibraéni kFivka

6.3.1 Nastiikne se 20 pl kazdého ze standardnich roztoki (4.14) a zméH se
plochy pikd.

6.3.2 Pro kazdou koncentraci se vypofte pomér ploch pikd 2,3-

dihydroxypropyl-4-aminobenzoatu k plocham pik vnitiniho standardu.
Tento pomér se vynese na osu x a na osu y se vynese pomeér
odpovidajicich hmotnosti.

6.3.3 Stejnym zplisobem se postupuje v piipade€ ethyl-4-hydroxybenzoatu.
7. VYPOCET
7.1 Z kalibraéni kfivky ziskané v bod€ 6.3 se odeftou pomeéry hmotnosti

(RP1, RP2) odpovidajici pomé&rim mezi plochami pikd vypoéitanymi
v bodé 6.2.3, kde
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RP1= hmotnost 2,3-dihydroxypropyl-4-aminobenzoatu /hmotnost
ethyl-4-hydroxybenzoatu,
RP2 = hmotnost ethyl-4-aminobenzoatuw/hmotnost ethyl-4-
hydroxybenzoatu,

7.2 Z takto ziskanych poméri hmotnosti se vypoc¢itda obsah 2,3-
dihydroxypropyl-4-aminobenzoatu a obsah ethyl-4-aminobenzoétu
v hmotnostnich procentech (% m/m) pomoci vzorce:

Ry % (m/m) 2,3-dihydroxypropyl-4-aminobenzoatu = RP1x6i
p
R, %(m/m) ethyl-4-aminobenzoatu = RP2><£—
P
q= mnozstvi  ethyl-4-hydroxybenzoatu  (vnitfniho  standardu)
navazené€ v bodé€ 4.12 v mg,
p= mnoZstvi vzorku navaZzené v bodé 6.1.1 v g.

8. OPAKOVATELNOST

8.1 Pro vyrobky obsahujici asi 5% (m/m) 2,3-dihydroxypropyl-4-
aminobenzoétu nesmi rozdil mezi vysledky dvou paralelnich stanoveni na
stejném vzorku piekro¢it absolutni hodnotu 0,25 %.

8.2 Pro vyrobky obsahujici asi 1% (m/m) ethyl-4-aminobenzoatu nesmi
rozdil mezi vysledky dvou paralelnich stanoveni na stejném vzorku
piekrocit absolutni hodnotu 0,10 %.

9.  POZNAMKY

9.1 Pred provedenim analyzy je tfeba zkontrolovat, zda vzorek neobsahuje
latky, jejichz piky by mohly interferovat s vnitfnim standardem
(ethyl-4-aminobenzoat).

9.2 Pro kontrolu, zda nedochézi k dal§i interferenci, se stanoveni opakuje,

pfi¢emz se podil methanolu v mobilni fazi zméni relativné o 10 %.

25. KVANTITATIVNI STANOVENI CHLORBUTANOLU

1.

ROZSAH A OBLAST POUZITI

Tato metoda je vhodna pro kvantitativni stanoveni chlorbutanolu (INN) aZ
do maximalni koncentrace 0,5 % (m/m) ve vSech kosmetickych
prostiedcich s vyjimkou aerosolq.
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2. DEFINICE

Obsah chlorbutanolu stanoveny touto metodou se vyjadi v procentech
hmotnosti (% m/m) prostfedku.

3. PRINCIP

Po vhodném zpracovani prostiedku, ktery ma byt analyzovan, se
stanoveni provede plynovou chromatografii s 2,2,2-trichlorethanolem jako
vnitfnim standardem.

4.  POUZITE CHEMIKALIE:
VSechny pouZité chemikélie musi byt ¢istoty p.a. nebo vyssi
4.1 Chlorbutanol (1,1,1-trichlor-2-methylpropan-2-ol)

42 2,2,2-trichlorethanol

43 Absolutni ethanol

4.4 Standardni roztok chlorbutanolu: 0,025 g ve 100 ml ethanolu (4.3) (m/V)

4.5 Standardni roztok 2,2,2-trichlorethanolu: 4 mg ve 100 ml ethanolu (4.3)
(m/V)

5. PRISTROJE A POMUCKY

5.1  Obvyklé laboratorni vybaveni

5.2 Plynovy chromatograf s detektorem elektronového zachytu s ®Ni
6. POSTUP

6.1 Priprava vzorku

Do odmérné bariky na 100 ml se odvézi od 0,1 az 0,3 g vzorku pfesné (p
gramll). Obsah se rozpusti v ethanolu (4.3), pfidd se 1ml roztoku
vnitiniho standardu (4.5) a doplni po rysku ethanolem.

6.2 Chromatografické podminky

6.2.1 Provozni podminky musi davat rozliSovaci faktor R =1,5.

R =2 dR, -dR;
W, +W,
kde
R;aR, =retentni ¢asy pikl v min.,

Wi a W, =Sifky piki v poloving vysky pikd v mm,
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d' = rychlost posuvu papiru v mm/min.
6.2.2 PoZadované rozlifeni poskytnou naptiklad nasledujici provozni
podminky:
Kolona I I
Material Sklo Nerezova ocel
Délka 1,8 m 3m
Primér 3 mm 3 mm
Stacionarni faze 10% Carbowax 20 M TPA | 5% OV 17 na Chromosorbu
na Gaschromu Q 80 - 100 | WAW DMCS 80 - 100
mesh mesh
Kondicionovani 2 a7z 3 dny pfti 190 °C
Teplota:
— nastfik 200 °C 150 °C
— kolona 150 °C 100 °C
— detektor 200 °C 150 °C
Nosny plyn Dusik Argon/methan (95/5 V/V)
Pritok 35 ml/min 35 ml/min
6.3  Kalibraé¢ni kfivka

6.4

7.1

7.2

Do péti odmémych bané€k na 100 ml se odméfi 1 ml standardniho roztoku
(4.5)a 0,2, 0,3, 0,4, 0,5 nebo 0,6 ml roztoku 4.4, objem se doplni po rysku
ethanolem (4.3) a promicha. Do chromatografu se nastfikne po 1 pl
kazdého z téchto roztokd za provoznich podminek popsanych v bodé 6.2.2
a kalibraéni kiivka se sestroji vynesenim poméru hmotnosti chlorbutanolu
a 2,2,2-trichlorethanolu na osu x a poméru odpovidajicich ploch pikd na
osu y.

Nasttikne se 1 ul roztoku ptipraveného v bod€ 6.1 a postupuje se podle
podminek popsanych v bod¢ 6.2.2.

VYPOCET

Z kalibra¢ni kfivky (6.3) se odefte hodnota ,a“ vyjadiend v ug
chlorbutanolu v roztoku 6.1.

Obsah chlorbutanolu ve vzorku se vypocte podle vzorce
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ax10®>  a
px10° px10*

% chlorbutanolu (m/m) =

8. OPAKOVATELNOST

Pro vyrobky obsahujici asi 0,5 % (m/m) chlorbutanolu  nesmi rozdil
mezi vysledky dvou paralelnich stanoveni na stejném vzorku prekrocit
absolutni hodnotu 0,10 %.

Poznamka:

Jestlize je vysledek roven nebo vé&tSi neZ nejvyssi povolena koncentrace,
je nutno zkontrolovat, zda nedochazi k interferenci.

26. KVALITATIVNI A KVANTITATIVNI STANOVENI CHININU

A. KVALITATIVNI STANOVENI

1. ROZSAH A OBLAST POUZITI

Tato metoda je uréenad ke kvalitativnimu stanoveni pfitomnosti chininu
v Samponech a vlasovych lotionech.

2. PRINCIP

Kvalitativni stanoveni se provadi chromatografii na tenké vrstvé
silikagelu. Dikazem chininu je modra fluorescence v kyselém prostfedi
pfi 360 nm.

Pro dalsi potvrzeni Ize fluorescenci odstranit parami bromu a pary ¢pavku
vyvolaji Zlutou fluorescenci.

3. POUZITE CHEMIKALIE
Vsechny pouZité chemikalie musi byt ¢istoty p.a. nebo vyssi

3.1 Silikagelové desky bez fluorescenéniho indikatoru, o tloustce vrstvy
0,25 mm, 200 mm x 200 mm
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32 Mobilni faze: toluen/diethylether/dichlormethan/diethylamin 20/20/20/8
(V/VIVIV)

33 Methanol

3.4 Kyselina sirova (96%; d3’ = 1,84)

3.5 Diethylether

3.6 Detekéni ¢inidlo: k 95 ml diethyletheru (3.5) se v chlazené nadobé€ opatrné
ptida S ml kyseliny sirové (3.4).

3.7 Brom

3.8 Vodny roztok aminiaku (28 %; d3° = 0,90)

3.9 Chinin bezvody

3.10 Standardni roztok: do odmémé bariky se navazi pfesné asi 100,0 mg
bezvodého chininu (3.9) a rozpusti se ve 100 ml methanolu (3.3).

4. PRISTROJE A POMUCKY

4.1 Obvyklé vybaveni pro chromatografii na tenké vrstvé

42 Ultrazvukova lazen

4.3 Filtr Millipore FH 0,5 um nebo ekvivalentni a vhodné filtracni zafizeni

5. POSTUP

5.1  Ptiprava vzorku

5.2

5.3
5.3.1

532

Do odmémé bariky na 100 ml se piesné navazi mnoZstvi vzorku, které
obsahuje asi 100 mg chininu, rozpusti se a doplni po rysku methanolem
(3.3).

Banka se uzavie a ponecha jednu hodinu pii laboratorni teploté
v ultrazvukové lazni (4.2). Obsah se zfiltruje (4.3) a filtrat se pouZije pro
chromatografii.

Chromatografie na tenké vrstvé

Na desku (3.1) se nanese 1,0 pl standardniho roztoku (3.10) a 1,0 pl
roztoku vzorku (5.1). Chromatogram se vyviji do vySky 150 mm
v komofe pfedem nasycené rozpoustédlem (3.2).

Detekce
Deska se vysusi pfi pokojové teploté.

Postiika se ¢inidlem 3.6.
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5.3.3 Deska se necha jednu hodinu schnout pfi laboratorni teploté.

534 Pozoruje se ve svétle UV lampy nastavené na vinovou délku 360 nm.
Chinin se projevi jako intenzivné fluoreskujici modra skvrna.

Jako piiklad jsou v nasledujici tabulce uvedeny hodnoty R¢ hlavnich
chininovych alkaloidd pfi vyvijeni chromatogramu rozpoustédlem 3.2:

Alkaloid R¢
Chinin 0,20
Chinidin 0,29
Cinchonin 0,33
Cinchonidin 0,27
Hydrochinidin 0,17
535 Pro dal$i potvrzeni pfitomnosti chininu se deska vystavi asi na jednu

hodinu param bromu (3.7). Fluorescence zmizi. Je-li tatdZz deska
vystavena param amoniaku (3.8), skvrny se znovu objevi v hnédé barvé a
pod svétlem UV lampy (360 nm) je pozorovatelna naZloutla fluorescence.
Mez detekce: 0,1 pg chininu.

B. KVANTITATIVNI STANOVENTI
1. ROZSAH A OBLAST POUZITI

V této metodé je popsano kvantitativni stanoveni chininu. Metodu lze
pouzit ke stanoveni chininu do nejvyssi piipustné koncentrace 0,5 %
(m/m) v Samponech a 0,2 % ve vlasovych lotionech.

2. DEFINICE

Obsah chininu stanoveny touto metodou se vyjadii v procentech
hmotnosti (% m/m) prostiedku.

3. PRINCIP

Po vhodném zpracovani prostfedku, ktery ma byt analyzovan, se
stanoveni provede vysokouéinnou kapalinovou chromatografii (HPLC).

4, POUZITE CHEMIKALIE

VSechny pouzité chemikalie musi byt Cistoty p.a. nebo vyS§i a musi byt
vhodna pro HPLC.

4.1 Acetonitril
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4.2 Dihydrogenfosforeénan draselny (KH,;POy4)

43 Kyselina trihydrogenfosfore¢na (85 %; d2° =1,7)

4.4 Tetramethylamoniumbromid

4.5 Chinin bezvody

4.6 Methanol

4.7 Roztok kyseliny trihydrogenfosforecné (0,1M): NavadZzi se 11,53 g
kyseliny trihydrogenfosforeéné (4.3) a rozpusti se vodmémé baice
v 1000 ml vody.

4.8 Roztok dihydrogenfosfore¢nanu draselného (0,1M): Navazi se 13,6 g
dihydrogenfosforeénanu draselného (4.2) a rozpusti se v odmémé baiice
v 1000 ml vody.

49 Roztok tetramethylamoniumbromidu: Rozpusti se 15,40 g
tetramethylamoniumbromidu (4.4) v odmérné barice v 1000 ml vody.

4.10 Mobilni faze: Kyselina trihydrogenfosforeéna (4.7)/roztok
dihydrogenfosfore¢nanu draselného (4.8)/roztok tetramethylamonium
bromidu (4.9)/voda/acetonitril (4.1) 10/50/100/340/90 (V/V/V/V/V).
SloZeni uvedené mobilni fize miiZze byt zmén€no tak, aby se dosdhlo
rozliSeni R =1,5.

R =2 dR,-dR,
W+ W,
kde
R;aR; =retentni ¢asy pikd v min.,
W, a W, =Ssiiky pikt v poloving vysky pikd v mm,
d = rychlost posuvu papiru v mm/min.

4.11 Silikagel oktadecylsilylovany, 10 um

4.12 Standardni roztoky: Do odmémych ban¢k na 100 ml se navaZzi asi 5,0;
10,0; 15,0 a 20,0 mg bezvodého chininu piesné€ (4.5), doplni se po rysku
methanolem (4.6) a obsah se protfepe, dokud se chinin nerozpusti.
Roztoky se filtruji ptes filtr 0,5 pm.

5.  PRISTROJE A POMUCKY

5.1 Obvyklé laboratorni vybaveni

5.2

Ultrazvukova lazen
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53

54

5.5

6.1

6.2

6.3

7.1

7.2

Zatizeni pro vysokoudinnou Kkapalinovou chromatografii s detektorem
s nastavitelnou vinovou délkou

Kolona: délka 250 mm, vnitini primé&r 4,6 mm, napli: silikagel (4.11)

Filtr Millipore FH 0,5 pm nebo ekvivalentni s vhodnym filtranim
zafizenim

POSTUP
Priiprava vzorku

Do odmérné bariky na 100 ml se pfesné navazi mnoZstvi prostfedku, které
obsahuje asi 10,0 mg bezvodého chininu, pfida se 20 ml methanolu (4.6) a
lahev se ponoti na 20 minut do ultrazvukové 1azné (5.2). Objem se doplni
po rysku methanolem (4.6), promichd se a alikvotni podil se zfiltruje
(5.5).

Chromatografické podminky
Pritok: 1,0 ml/min.
Vinova délka detektoru (5.3): 332 nm.
Objem nastiiku: 10 pl filtrovaného roztoku (6.1).
Meéfena veli¢ina: plocha piku.
Kalibraé¢ni kiivka
Alespon tfikrat se nastfikne 10 pl kaZzdého standardniho roztoku (4.12),
zmé&H se plocha pikii a vypodte se priméma hodnota pro kaZdou
koncentraci.
Sestroji se kalibra¢ni kiivka a ovéfi se, zda tvoii piimku.
VYPOCET

Z kalibraéni kfivky (6.3) se odecte mnoZstvi bezvodého chininu v pg,
obsaZeného v nastfiknutém objemu (6.2).

Koncentrace bezvodého chininu ve vzorku vyjadfena v hmotnostnich
procentech (% m/m) se vypocte ze vzorce:

% (m/m) bezvodého chininu = %

kde

B = mnoZstvi bezvodého chininu v pug nalezené v 10 mikrolitrech
zfiltrovaného roztoku (6.1),
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A =hmotnost vzorku v g (6.1).

8. OPAKOVATELNOST

Pro vyrobky obsahujici asi 0,5 % (m/m) bezvodého chininu  nesmi
rozdil mezi vysledky dvou paralelnich stanoveni na stejném vzorku
piekroéit absolutni hodnotu 0,02 %.

Pro vyrobky obsahujici asi 0,2 % (m/m) bezvodého chininu  nesmi
rozdil mezi vysledky dvou paralelnich stanoveni na stejném vzorku
piekrocit absolutni hodnotu 0,01 %.

27. KVALITATIVNI A KVANTITATIVNI STANOVENI ANORGANICKYCH
SIRICITANU A HYDROGENSIRICITANU

ROZSAH A OBLAST POUZIT]
V této metod€ je popsano kvalitativni a kvantitativni stanoveni anorganickych
sifi¢itani a hydrogensifiitand v kosmetickych prostfedcich. Metoda je pouZitelna
pouze pro prostiedky, které obsahuji vodnou nebo alkoholickou fazi a pro
koncentrace oxidu sifi¢itého nepievysujici 0,2 %.

A.KVALITATIVNI STANOVENT
1. PRINCIP

Vzorek se zahiiva s kyselinou chlorovodikovou a uvolnény oxid sificity se
identifikuje jeho zapachem nebo indikatorovym papirkem.

2. POUZITE CHEMIKALIE
V8echny pouZité chemikalie musi byt Cistoty p.a. nebo vyssi
2.1 Kyselina chlorovodikové 4 mol/1
2.2 Skrobovy papirek s jodiénanem draselnym nebo jina vhodna alternativa

3. PRISTROJE A POMUCKY

3.1 Obvyklé laboratorni vybaveni

3.2 Barika na 25 ml s kratkym zpétnym chladi¢em

4. POSTUP

4.1 Do baiky (3.2) se prevede asi 2,5g vzorku alOml kyseliny

chlorovodikové (2.1).
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4.2 Roztok se zamiché a uvede do varu.
43 Unikajici oxid sifi¢ity se dokazuje jeho zapachem nebo indikatorovym
papirkem.

B. KVANTITATIVNI STANOVENI

1. DEFINICE

.....

metodou, se vyjadii v hmotnostnich procentech oxidu sifi¢itého.

2. PRINCIP

.....

Po okyseleni vzorku se uvolnény oxid sifi¢ity jima v roztoku peroxidu
vodiku. Vznikla kyselina sirova se titruje odmémym roztokem hydroxidu
sodného.

3. POUZITE CHEMIKALIE

Vsechny pouZité chemikalie musi byt istoty p.a. nebo vyssi

3.1 Peroxid vodiku 0,2 % (m/V). Roztok se pfipravuje denng Cerstvy.

32 Kyselina trihydrogenfosforecna (dﬁo =1,75)

33 Methanol

3.4 Odmérmy roztok hydroxidu sodného 0,01M

3.5 Dusik

3.6 Indikator: smés 1:1 (V/V) methylové Cerven€ (0,03% m/V) v ethanolu a

methylenové modfi (0,05% m/V) v ethanolu. Roztok se zfiltruje.

4. PRISTROJE A POMUCKY

4.1 Obvyklé laboratorni vybaveni

4.2 Destilaéni pfistroj (viz obr. Pfistroj na destilaci oxidu sifi¢itého podle
Tannera)

5. POSTUP

5.1 Do destilaéni batiky A (viz obr. Pfistroj na destilaci oxidu sifi¢itého podle
Tannera) se odvaZi asi 2,5 g vzorku pfesn€.

5.2 Pfida se 60 ml vody a 50 ml methanolu (3.3) a obsah se promicha.

53 Do destilac¢ni pfedlohy D (viz obr. Pfistroj na destilaci oxidu sifi¢ité¢ho

podle Tannera) se odméfi 10 ml roztoku peroxidu vodiku (3.1), 60 ml
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vody a ptida se ne&kolik kapek indikatoru (3.6) a dale né&kolik kapek
hydroxidu sodného (3.4) do zeleného zbarveni indikatoru.

54 Postup podle 5.3 se opakuje s promyvaci lahvi E (viz obr. Pfistroj na
destilaci oxidu sifi¢itého podle Tannera).

5.5 Piistroj se sestavi a priitok dusiku (3.5) se nastavi asi na 60 bublinek za
minutu.

5.6 Do destilatni bafiky A se zdélici nalevky piipusti 15 ml Kkyseliny
trihydrogenfosforecné (3.2).

5.7 Rychle se zahieje k varu a poté se zvolna vati 30 minut.

5.8 Destilagni pfedloha D se odpoji. Trubice se vyplachne a provede se titrace

roztokem hydroxidu sodného (3.4) do zeleného zbarveni indikatoru (3.6).

6. VYPOCET

.....

procentech se vypocte ze vzorce:

% (m/m) oxidu sifi¢itého = 3,2MV
m
kde
M= molarni koncentrace roztoku hydroxidu sodného (3.4),

V = objem roztoku hydroxidu sodného (3.4) spotfebovany pfi titraci
(5.8) v mililitrech,

m = hmotnost vzorku (5.1) v g.
7. OPAKOVATELNOST
Pro vyrobky obsahujici asi 0,2 % (m/m) oxidu sifi¢ittho nesmi rozdil

mezi vysledky dvou paralelnich stanoveni na stejném vzorku piekrocit
absolutni hodnotu 0,006 %.
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28. KVALITATIVNE A KVANTITATIVNI STANOVENI CHLORECNANU
ALKALICKYCH KOVU

ROZSAH A OBLAST POUZITI

V této metod& je popsana identifikace a stanoveni chlorenanti v zubni pasté a jinych
kosmetickych prostfedcich.

A. KVALITATIVNI STANOVENI

1. PRINCIP

Chloreénany se oddéli od bromi¢nant a jodi¢nanti chromatografii na tenké
vrstve a identifikuji se pomoci oxidace jodidu na jod.

2. POUZITE CHEMIKALIE
Vsechny pouZité chemikalie musi byt ¢istoty p.a. nebo vyssi

2.1 Standardni roztoky: vodné roztoky chlore¢nanu, bromi¢nanu a jodi¢nanu
draselného 0,2% m/V, &erstve pfipravené

2.2 Mobilni faze: roztok amoniaku 28% (m/V)/aceton/butanol (60/130/30
V/V/IV)

2.3 Jodid draselny, vodny roztok 5% m/V

24 Roztok skrobu 1 aZ 5% m/V

2.5 Kyselina chlorovodikova 1 mol/l

2.6 Hotova celul6zova deska pro chromatografii na tenké vrstvé (tloustka

vrstvy 0,25 mm)
3. PRISTROJE A POMUCKY

Obvyklé vybaveni pro chromatografii na tenké vrstve

4. POSTUP
4.1 Asi 1 g vzorku se extrahuje vodou, zfiltruje se a zfedi se na asi 25 ml.
4.2 Na desku (2.6) se nanese 2 pul roztoku (4.1) a 2 nl kazdého ze tii

referencnich roztoki (2.1).

4.3 Deska se vlozi do vyvijeci komory a chromatogram se vyviji
rozpouStédlem (2.2) ve vzestupném uspofadéni asi do tii Ctvrtin délky

desky (2.6).
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4.4

4.5

4.6
4.7

5.

Deska se vyjme z komory a rozpoustédlo se necha odpafit. (Poznamka:
MizZe to trvat az 2 hodiny.)

Deska se postiika roztokem jodidu draselného (2.3) a neché se asi 5 minut
schnout.

Deska se posttika roztokem Skrobu (2.4) a necha se asi 5 minut schnout.
Deska se postfika roztokem kyseliny chlorovodikoveé (2.5).
VYHODNOCEN{

Jsou-li pfitomny chlore¢nany, objevi se po pil hodin€ modra (pfipadné
hnéd4) skvrna s hodnotou Ry pfiblizné 0,7 aZ 0,8.

R¢
Jodi¢nan : 0az0,2
Bromic¢nan 0,52 0,6
Chlore¢nan 0,7 az 0,8

Je tfeba poznamenat, Ze bromi¢nany a jodi¢nany dévaji okamZitou reakci. Je tfeba
dbat na to, aby se nezamé&nily skvrny bromi¢nanu a chlore¢nanu.

3.1
3.2
33

B. KVANTITATIVNI STANOVENI]
DEFINICE

Obsah chlore¢nanu ve vzorku stanoveny touto metodou se vyjadii
v hmotnostnich procentech chlore¢nanu.

PRINCIP

Chloreénan je redukovan praSkovym zinkem v kyselém prostiedi. Vznikly
chlorid se stanovi potenciometrickou titraci roztokem dusi¢nanu
stiibrného. Podobné stanoveni pfed redukci odhali moznou pfitomnost
bromi¢nani a jodi¢nanii.

POUZITE CHEMIKALIE
Vsechny pouZité chemikalie musi byt ¢istoty p.a. nebo vyssi
Kyselina octova , 80 % (m/m)
Praskovy zinek

Odmémy roztok dusi¢nanu stiibrného 0,1 mol/l
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4. PRISTROJE A POMUCKY

4.1 Obvyklé laboratorni vybaveni

4.2  Potenciometr se stiibrnou indikacni elektrodou

5. POSTUP

5.1 Priprava vzorku
Do centrifugaéni zkumavky se navaZzi asi 2 g vzorku pfesné€ (,,m* grami).
Pfid4 se asi 15 ml kyseliny octové (3.1) a dikladné se promicha. Po
30 minutéch stani se 15 minut odstfed’uje pii 2000 ot./min. Supernatant se
pifevede do odmémé bariky na S0 ml. Odstfedovani se opakuje jeSté
dvakrat vidy po pfidani 15ml octové kyseliny (3.1) ke zbytku.
Supernatanty se slouéi v jedné odmérné batice. Objem se doplni po rysku
kyselinou octovou (3.1).

5.2 Redukce chloreénanu
Ke 20 ml roztoku 5.1 se pfida 0,6 g praskového zinku (3.2). Obsah se ve
varné baiice pod zpétnym chladi¢em uvede do varu. Po 30 minutich varu
se ochladi a zfiltruje. Baiika se vyplachne vodou a tou se promyje filtr.
Filtrat a vymyvaci voda se spoji.

53 Stanoveni chloridii
20ml roztoku 5.2 se titruje roztokem dusi¢nanu stfibrného (3.3)
s potenciometrickou indikaci (4.2). Stejnym zpisobem se roztokem
dusi¢nanu stfibrného (3.3) titruje 20 ml roztoku 5.1.
Poznamka: Obsahuje-li prostfedek derivaty bromu nebo jodu, které
mohou uvoliovat pti redukci bromidy nebo jodidy, bude titra¢ni kfivka
vykazovat né€kolik inflexnich bodl. V takovém pfipad€ je objem titraéniho
¢inidla odpovidajici chloridim dan rozdilem mezi poslednim a
pfedposlednim inflexnim bodem.

6.  VYPOCET

Obsah chlore¢nanu ve vzorku (% m/m) se vypocéte ze vzorce:

_ 20,9(V-V)M
m

Obsah chlore¢nanu (C1057) % m/m

kde

V= objem roztoku dusiénanu stfibrného (3.3) v mililitrech,
spotifebovany pfi titraci roztoku 5.2,

V'= objem roztoku dusi¢nanu stfibrného (3.3) v mililitrech,
spotfebovany pfi titraci 20 ml roztoku 5.1,
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M= molalita odmé&mého roztoku dusi¢nanu stfibrného (3.3),
m= hmotnost vzorku v g.
7. OPAKOVATELNOST

Pro vyrobky obsahujici asi 3 aZ 5% (m/m) chlore¢nanu nesmi rozdil
mezi vysledky dvou paralelnich stanoveni na stejném vzorku piekrocit
absolutni hodnotu 0,07 %.

29, KVALI'TATIVNi A KVANTITATIVNI STANOVENI JODICNANU
SODNEHO

ROZSAH A OBLAST POUZITI

Tato metoda popisuje postup kvalitativniho a kvantitativniho stanoveni jodi¢nanu
sodného v kosmetickych prostiedcich, které se po pouziti ihned oplachuji.

A. KVALITATIVNI STANOVENI
1. PODSTATA METODY

Jodi¢nan sodny se oddéli od bromi¢nani a jodi¢nanti chromatografii na
tenké vrstvé a identifikuje se oxidaci jodidu na jod.

2.  POUZITE CHEMIKALIE
Vsechny pouzité chemikalie musi byt Cistoty p.a. nebo vyssi

2.1 Standardni roztoky: vodné roztoky chloreénanu, bromiénanu a jodi¢nanu
draselného 0,2% (m/V), Cerstve pfipravené

22 Mobilni faze:
roztok amoniaku 28% (m/V)/aceton/butanol (60/130/30 V/V/V)

2.3 Jodid draselny, vodny roztok 5%(m/V)
24 Roztok Skrobu 1 az 5% (m/V)
2.5 Kyselina chlorovodikova 1 mol/l

3. PRISTROJE A POMUCKY

3.1 Hotova celulézova deska pro chromatografii na tenké vrstvé (tloustka
vrstvy 0,25 mm).
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3.2 Obvyklé vybaveni pro chromatografii na tenké vrstvé

4. POSTUP

4.1 Asi 1 g vzorku se extrahuje vodou, zfiltruje se a zfedi se na asi 10 ml.

42 Na desku (3.1) se nanesou 2 ul tohoto roztoku a 2 pl kazdého ze tfi
standardnich roztokd (2.1).

43 Deska se vlozi do vyvijeci komory a chromatogram se vyviji
rozpou$tédlem 2.2 ve vzestupném uspofadéani asi do tfi Ctvrtin délky
desky.

4.4 Deska se vyjme z komory a rozpoustédlo se necha odpafit pti laboratorni

teploté. (Pozndmka: MiZe to trvat aZ 2 hodiny.)

4.5 Deska se postiika roztokem jodidu draselného (2.3) a neché se asi 5 minut
schnout.

4.6 Deska se postiika roztokem $krobu (2.4) a necha se asi 5 minut schnout.

4.7 Nakonec se deska postiika roztokem kyseliny chlorovodikové (2.5).

5. VYHODNOCENI{

Jsou-li pfitomny jodi¢nany, objevi se okamzit€ modra skvrna (barva mize
byt hnéda nebo mize po urcité dobé zhnédnout) s hodnotou R 0 aZ 0,2.

Je tfeba poznamenat, Ze bromi¢nany reaguji okamZit¢ s hodnotou Rf
pfiblizné 0,5 az 0,6, chlore¢nany reaguji asi po ptl hodiné s hodnotou R
0,7 az 0,8.
B. KVANTITATIVNI STANOVENT]
1. DEFINICE

Obsah jodi¢nanu sodného stanoveny touto metodou se vyjadii
v hmotnostnich procentech jodi€nanu sodného.

2. PRINCIP

Jodi¢nan sodny se rozpusti ve vodé a stanovi se pomoci vysokoucinné
kapalinové chromatografie se dvéma kolonami v sérii: s kolonou
s obracenou fazi C18 a s kolonou plnénou anexem.

3. POUZITE CHEMIKALIE

Vsechny pouZité chemikalie musi byt Cistoty p.a. nebo vys$i a zejména
musi byt vhodné pro vysokou¢innou kapalinovou chromatografii (HPLC).

3.1 Kyselina chlorovodikova 4 mol/l

3.2 Sifi¢itan sodny, 5% vodny roztok (m/V)
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33 Zasobni roztok jodi¢nanu sodného

Pfipravi se zasobni roztok rozpudténim 50 mg jodi¢nanu sodného ve

100 ml vody.
3.4 Dihydrogenfosfore¢nan draselny
3.5 Hydrogenfosfore¢nan disodny dihydrat
3.6 Mobilni faze pro HPLC: Rozpusti se 3,88 g dihydrogenfosfore¢nanu

draselného (3.4) a 1,19 g hydrogenfosfore¢nanu disodného dihydrétu (3.5)
v 1 litru vody.

pH tohoto roztoku je 6.2.
3.7 Univerzalni indikatorovy papirek, pH 1 — 11
4. PRISTROJE A POMUCKY
4.1  Obvyklé laboratorni vybaveni

42 Kulaty filtracni papir, primér 110 mm, Schleicher and Schiill No. 575,
nebo ekvivalentni

43 Pfistroj pro vysokoudinnou Kkapalinovou chromatografii vybaveny
detektorem s nastavitelnou vinovou délkou

4.4 Kolony: Délka: 120 mm, vnitini primér: 4,6 mm, pocet: 2 kolony v sérii;
prvni kolona: Nucleosil® 5 C18 nebo ekvivalentni; druha kolona:
Vydac™-301-SB nebo ekvivalentni

5. POSTUP

5.1  Priprava vzorku

5.1.1 Kapalné vzorky ( Sampony)

Do kalibrované zkumavky na 10 ml se zabrouSenou zatkou nebo do
odmeémé bariky se navaZzi asi 1,0 g zkuSebniho vzorku pfesné.

Objem se doplni vodou po rysku a promicha.
V pripad€ potieby se roztok zfiltruje.

Jodi€nany se vroztoku stanovi pomoci HPLC zpisobem popsanym
v bodé€ 5.2.

5.1.2 Pevné vzorky (mydio)

Cast vzorku se jemné nadrti a do sklengného déleného vélce na 100 ml se
zabrousenou zatkou se navazi asi 1,0 g zkusebniho vzorku pfesn&. Doplni
se vodou na 50 ml a diikladn€ se tfepe Iminutu. Odstiedi se a zfiltruje
pfes filtra¢ni papir (4.2), nebo se ponecha stat alespoii pies noc.
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Rosolovitd hmota se dikladné protfepe a zfiltruje ptes papirovy filtr (4.2).

Jodiénany se ve filtratu stanovi pomoci HPLC zpiisobem popsanym

v bodé 5.2.
5.2 ' Chromatografie
Pratok: 1 ml/min.
Vlnova délka detektoru (4.3): 210 nm.
Objem nastiiku: 10 pl.
Mg¢éfena veli€ina: plocha piku.
5.3  Kalibrace

Do odmémych banék na 50 ml se odpipetuje 1,0, 2,0, 5,0, 10,0 a 20,0 ml
zasobniho roztoku jodiénanu sodného (3.3). Objemy se doplni po rysku a
promichaji.

Vzniklé roztoky obsahuji 0,01, 0,02, 0,05, 0,1 a 0,20 mg jodi¢nanu
sodného v 1 ml.

Do kolony se nastfikne 10 pl kazdého standardu a zaznamena se
chromatogram. Stanovi se plochy pikii jodi¢nanu a sestroji se kalibra¢ni
kfivka zavislosti plochy piku na koncentraci jodi¢nanu sodného.

6. VYPOCET

Obsah jodi¢nanu sodného vyjadieny v hmotnostnich procentech (m/m) se
vypocte ze vzorce:

Ve
10m

% (m/m) jodi¢nanu sodného =

kde
m = hmotnost zkuSebniho vzorku (5.1) v g,
V = celkovy objem roztoku vzorku ziskaného podle bodu 5.1 v ml,

c = koncentrace jodi¢nanu sodného v mg/ml odeétena z kalibra¢ni
kiivky (5.3).

7. OPAKOVATELNOST
Pro vyrobky obsahujici asi 0,1 % (m/m) jodi¢nanu sodného nesmi

rozdil mezi vysledky dvou paralelnich stanoveni na stejném vzorku
piekrocit absolutni hodnotu 0,002 %.
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8.  POTVRZENI

8.1 Princip
V okyseleném roztoku kosmetického prostfedku se jodi¢nany (IO;7)
redukuji na jodidy (I') sifi¢itanem a vysledny roztok se analyzuje
vysokotdinnou kapalinovou chromatografii. Jestlize pik s retenénim
gasem odpovidajicim retenénimu ¢asu jodiénanu po reakci se sifiitanem
zmizi, jednalo se s nejvetsi pravdépodobnosti o pik jodi¢nani.

8.2  Postup

Do Erlenmeyerovy baiiky se odpipetuje 5 ml roztoku vzorku pifipraveného
podle bodu 5.1.

pH roztoku se upravi kyselinou chlorovodikovou (3.1) na hodnotu 3 nebo
niZ§i; pouZije se univerzalni indikatorovy papirek (3.7).

10 ul roztoku se nastiikne do kolony kapalinového chromatografu (4.3).

Vysledny chromatogram se porovnd s chromatogramem zaznamenanym
pro stejny vzorek podle oddilu 5.

30. KVVALITA:I‘IVNI' A KVANTITATIVNI STANQVENi DUSICNANU
STRIBRNEHO V KOSMETICKYCH PROSTREDCICH

A. Kvalitativni stanoveni
1. Rozsah a oblast pouZiti

V této metodé je popsano kvalitativni stanoveni dusi¢nanu stfibrného
vyjadreného jako stfibro v kosmetickych prostfedcich na béazi vody.

2. Princip

Kvalitativni stanoveni stiibra se provede prostfednictvim charakteristické
bilé sraZeniny s chloridovymi ionty.

3. POUZITE CHEMIKALIE
Vsechny pouzité chemikélie musi byt Cistoty p.a. nebo vyssi
3.1 Roztok kyseliny chlorovodikové, 2 mol/l

32 Vodny roztok hydroxidu amonného: koncentrovany roztok hydroxidu
amonného (dy = 0,88 g/ml) se zfedi stejnym mnoZstvi vody a promicha.
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33 Roztok kyseliny dusi¢né, 2 mol/l

4. Pristroje a pomiicky

4.1 Obvyklé laboratorni vybaveni

4.2  Odstiedivka

5. Postup

5.1 K piiblizné 1 g vzorku v centrifugaéni kyveté se pfidava po kapkach 2M
kyselina chlorovodikova (3.1), dokud nedojde k uplnému vysraZeni;
promicha se a odstfedi.

5.2 Supernatant se odstrani a sraZenina se promyje dal$imi péti kapkami
studené vody. Promyvaci kapalina se odstrani.

5.3 Do centrifugaéni kyvety se ke sraZenin€ pfida stejny objem vody. Za
stalého michani se zahteje k varu.

5.4  Zahorka se odstfedi; supernatant se odstrani.

5.5 Ke srazeniné se piida né€kolik kapek roztok amoniaku (3.2); promicha se a
odstedi.

5.6 K jedné kapce kapaliny nad sraZzeninou se na podloZzni sklicko piida
n€kolik kapek 2 mol/l kyseliny dusi¢né (3.3).

5.7  Bilé sraZenina je dikazem pfitomnosti stiibra.

B. Kvantitativni stanoveni

1. Rozsah a oblast pouZiti
Tato metoda je vhodnd pro stanoveni obsahu dusiénanu stfibrného,
vyjadireného jako stiibro v kosmetickych prostfedcich uréenych k barveni
fas a obo¢i.

2. Princip
Stiibro se ve vyrobku stanovi atomovou absorpéni spektrometrii.

3. POUZITE CHEMIKALIE
Vsechny pouZzité chemikalie musi byt ¢istoty p.a. nebo vyssi

3.1 Kyselina dusi¢nd, 0,02 mol/l roztok

3.2 Standardni roztoky stiibra
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321

322

4.1

4.2

5.1

5.2

53

5.3.1

5.3.2

Zasobni standardni roztok st¥ibra, 1000 pg/ml vroztoku 0,5 mol/l
kyseliny dusi¢né (,,SpectrosoL* nebo ekvivalentni)

Standardni roztok stfibra, 100 pg/ml: 10 ml zasobniho standardniho
roztoku stifbra (3.2.1) se odpipetuje do odmémé baiiky na 100 ml. Doplni
se po rysku roztokem 0,02 mol/l kyseliny dusi¢né a promicha se. Tento
standardni roztok se pfipravuje vZdy Cerstvy a skladuje se ve sklenéné
lahvi z tmavého skla.

Pristroje a pomiicky
Obvyklé laboratorni vybaveni

Atomovy absorpéni spektrometr vybaveny stfibrnou vybojkou s dutou
katodou.

Postup
Ptiprava vzorku

Odvazi se asi 0,1 g (m gramti) homogenniho vzorku pfesné. Toto
mnozstvi se ptevede do odmémé baiiky na jeden litr, doplni se po rysku
0,02 mol/l roztokem kyseliny dusi¢né (3.1) a promich4 se.

Podminky pro atomovou absorpéni spektrometrii
Plamen: vzduch-acetylen
Vinova délka: 338,3 nm
Korekce pozadi: ano

Pozadavky na palivo: chudé; pro maximalni absorbanci je nutna
optimalizace vySky hotaku a palivovych podminek.

Kalibrace

Do série odmé€mych ban€¢k na 100 ml se odpipetuje 1,0; 2,0; 3,0; 4,0 a
5,0 ml standardniho roztoku stfibra (3.2.2). Jednotlivé baiiky se doplni po
rysku 0,02 mol/l roztokem kyseliny dusi¢né (3.1) a obsah se promicha.
Tyto roztoky obsahuji 1,0; 2,0; 3,0; 4,0 a 5,0 pg stiibra na mililitr.

Zméfi se absorbance 0,02 mol/l roztoku kyseliny dusi¢né (3.1) a takto
ziskana hodnota se pouZije jako nulova koncentrace stiibra pro kalibraéni
kfivku. Zméfi se absorbance kazdého standardniho roztoku stiibra (5.3.1).
Sestroji se kalibra¢ni kiivka vynesenim zavislosti hodnot absorbance na
koncentraci stfibra.



Castka 172 Sbirka zikont & 494 / 2005 Strana 9727

5.4 Kvantitativni stanoveni

Zméfi se absorbance roztoku vzorku (5.1). Z kalibraéni k¥ivky se odecte
koncentrace stiibra odpovidajici hodnoté absorbance naméfené pro roztok
vzorku.

6. Vypocet

Obsah dusi¢nanu stfibrného ve vzorku vyjadfeny v hmotnostnich
procentech (% m/m) se vypoéte podle vzorce

% (m/m) dusi¢nanu stfibrného = 1,5748xc
10xm

kde

m= hmotnost analyzovaného vzorku (5.1)v g,

¢ = koncentrace stfibra vroztoku vzorku (5.1) odeétena z kalibra&ni
kiivky v pg/ml.

7. Opakovatelnost

Pro vyrobky obsahujici asi 4 % (m/m) dusi¢nanu stéibrného nesmi
rozdil mezi vysledky dvou paralelnich stanoveni na stejném vzorku
piekrocit absolutni hodnotu 0,05 %.

31. KVALIT:ATI’VNi A !(VANTITATIVNi STANOVENI OBSAHU SULFIDU
SELENICITEHO V SAMPONECH PROTI LUPUM

A. Kvalitativni stanoveni
1. Rozsah a oblast pouZiti

V této metodé€ je popsano kvalitativni stanoveni sulfidu selenigitého jako
selenu v Samponech proti luptim.

2. Princip

Kvalitativni ~ stanoveni  selenu se provede  prostfednictvim
charakteristického Zlutého aZ oranZového zbarveni pfi reakci s mo&ovinou
a jodidem draselnym.

3. POUZITE CHEMIKALIE
VSechny pouZité chemikélie musi byt &istoty p.a. nebo vy3si

3.1  Kyselina dusi¢na, koncentrovana (dy = 1,42 g/ml)
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3.2

3.3

4.1

4.2

43

4.4

5.1

5.2

53

54

3.1

Mocovina

Jodid draselny, 10% (m/V) roztok: 10 g jodidu draselného se rozpusti ve
100 ml vody.

Pristroje a pomiicky

Obvyklé laboratorni vybaveni

Diges¢ni (vyluhovaci) batika na 100 ml
Diges¢ni zafizeni s vyhfivacim blokem

Filtraéni papir (Whatman ¢&. 42 nebo ekvivalentni) nebo membranovy filtr
(velikost porti 0,45 pum)

Postup
K ptiblizn¢ 1 g Samponu ve vyluhovaci baiice (4.2) se pfida 2,5 ml
koncentrované kyseliny dusiéné (3.1) a vaii se v digesénim zafizeni

s vyhfivacim blokem (4.3) pii 150 °C po dobu 30 minut.

VylouZeny vzorek se ziedi vodou na objem 25 ml, zfiltruje se pies
filtraéni papir nebo pfes membranovy filtr (0,45 pm) (4.4).

K 2,5ml filtratu se ptidda 5Sml vody, 2,5 g mocoviny (3.2) a vafi se.
Ochladi se a pfida se 1 ml roztoku jodidu draselného (3.3).

Zluté az oranZové zbarveni, které stanim rychle tmavne, je dikazem
pfitomnosti selenu.

B. Kvantitativni stanoveni
Rozsah a oblast pouZiti
Tato metoda je vhodna pro kvantitativni stanoveni sulfidu seleniéitého
jako selenu v Samponech proti luptim, obsahujicich nejvyse 4,5 % (m/m)
sulfidu selenicitého.

Princip

Vzorek se vyluhuje kyselinou dusi¢nou a selen se ve vysledném vyluhu
stanovi atomovou absorpéni spektrometrii.

POUZITE CHEMIKALIE
V8echny pouZité chemikalie musi byt €istoty p.a. nebo vyssi

Kyselina dusi¢éna, koncentrovana (d,o = 1,42 g/ml)
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3.2

33

4.1
4.2
43

4.4

4.5

5.1

5.1.1

5.13

5.2

53

5.3.1

Kyselina dusi¢éna, 5% (V/V) roztok: do 500 ml vody se v kadince za
stalého michani pfida 50 ml koncentrované kyseliny dusi¢né (3.1). Tento
roztok se pfevede do jednolitrové odmémé baitkky a doplni po rysku
vodou.

Zéasobni standardni roztok selenu, 1000 pg/ml v 0,5 mol/l roztoku
kyseliny dusiéné (,,SpectrosoL* nebo ekvivalentni)

Pristroje a pomiicky

Obvykl¢é laboratorni vybaveni
Diges¢ni vyluhovaci baiika na 100 ml
Digeséni zafizeni s vyhfivacim blokem

Filtracni papir (Whatman ¢. 42 nebo ekvivalentni) nebo membranovy filtr
0,45 pm

Atomovy absorpéni spektrofotometr vybaveny ' selenovou vybojkou
s dutou katodou

Postup
Ptiprava vzorku

Do vyluhovaci baiiky (4.2) se navazi asi 0,2 g (m gramti) homogenniho
vzorku Samponu piesné.

Piida se 5 ml koncentrované kyseliny dusi¢né (3.1) a nechd se jednu
hodinu vyluhovat v digesénim zafizeni s vyhfivacim blokem (4.3) pfi
150 °C.

Roztok se necha vychladnout a zfedi se vodou na 100 ml. Zfiltruje se pfes
filtraéni papir nebo membranovy filtr (0,45 um) (4.4) a zfiltrovany roztok
se uschova pro kvantitativni stanoveni.

Podminky pro atomovou absorp¢ni spektrometrii
Plamen: vzduch-acetylen
VInova délka: 196,0 nm
Korekce pozadi: ano

Podminka paliva: chudé; pro maximalni absorbanci je nutna
optimalizace vysky hofaku a palivovych podminek.

Kalibrace

Do série odmérnych ban€k na 100 ml se odpipetuje 1,0; 2,0; 3,0; 4,0 a
5,0 ml z&sobniho standardniho roztoku selenu (3.3). Jednotlivé bariky se
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doplni po rysku 5% (m/m) roztokem kyseliny dusiéné (3.1) a obsah se
promicha. Tyto roztoky obsahuji 10, 20, 30, 40 a 50 pg selenu na mililitr.

532 Zméfi se absorbance 5% roztoku kyseliny dusiéné (3.1) a takto ziskana
hodnota se pouZzije jako nulova koncentrace selenu pro kalibraéni kiivku.
Zmgefi se absorbance kazdého standardniho roztoku selenu (5.3.1). Sestroji
se kalibrani kiivka vynesenim zavislosti hodnot absorbance na
koncentraci selenu.

5.4 Kvantitativni stanoveni

Zméfi se absorbance roztoku vzorku (5.1.3). Z kalibraéni kfivky se odedte
koncentrace selenu odpovidajici hodnoté absorbance naméfené pro roztok
vzorku.

6. Vypocet

Obsah sulfidu seleni¢itého ve vzorku v hmotnostnich procentech (% m/m)
se vypocte podle vzorce:

% (m/m) sulfidu seleniitého = 2or2XC
100xm
kde
m= hmotnost analyzovaného vzorku (5.1) v g,

c= koncentrace selenu v roztoku vzorku (5.1.3) odeétena z kalibraéni

kfivky v pg/ml.
7. Opakovatelnost

Pro vyrobky obsahujici asi 1 % (m/m) sulfidu seleni¢itého  nesmi rozdil
mezi vysledky dvou paralelnich stanoveni na stejném vzorku prekrodit
absolutni hodnotu 0,05 %.
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32.

3.1
3.2
33

34

3.5

3.5.

KVANTITATIVNI STANOV@Ni RQZPUSTNEHO BARYA A STRONCIA
V PIGMENTECH VE FORME SOLI NEBO KOMPLEXU

A. Kvantitativni stanoveni rozpustného barya

Rozsah a oblast pouZiti

V této metod& je popsan postup extrakce a kvantitativniho stanoveni
rozpustného barya z pigmentti ve formé soli nebo komplexii.

Princip

Pigment se extrahuje 0,07M roztokem Kyseliny chlorovodikové za
definovanych podminek a mnoZstvi barya v extraktu se stanovi atomovou
absorp¢ni spektrometrii.

POUZITE CHEMIKALIE
VSechny pouZité chemikalie musi byt istoty p.a. nebo vyssi
Ethanol, absolutni
Kyselina chlorovodikova, 0,07 mol/l roztok
Kyselina chlorovodikova, 0,5 mol/l roztok

Chlorid draselny, 8% (m/V) roztok: 16 g chloridu draselného se rozpusti
ve 200 ml 0,07M roztoku kyseliny chlorovodikové (3.2).

Standardni roztoky barya

1 Zasobni standardni roztok barya, 1 000 pg/ml v 0,5 mol/l roztoku kyseliny
dusi¢né (,,SpectrosoL* nebo ekvivalentni)

3.5.2 Standardni roztok barya, 200 pg/ml: 20,0 ml zasobniho standardniho

4.1
4.2
4.3
44

4.5

roztoku barya (3.5.1) se odpipetuje do odmérné batiky na 100 ml. Doplni
s¢ po rysku 0,07 moll roztokem kyseliny chlorovodikové (3.2) a
promicha.

Pristroje a pomiicky

Obvyklé¢ laboratorni vybaveni

pH-metr s pfesnosti +0,02

Ttepacka s krouzivym pohybem
Membranovy filtr s velikosti pérd 0,45 um

Atomovy absorpéni spektrofotometr vybaveny baryovou vybojkou
s dutou katodou
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5. Postup
5.1 Pfiprava vzorku

5.1.1 Do Erlenmeyerovy baiiky se odvazi asi 0,5 g pigmentu pfesn€ (m grami).
Pro u¢inné promichani je vhodné pouZit bafiku o minimalnim objemu
150 ml.

5.1.2 Pipetou se pfida 1,0 ml ethanolu (3.1) a barikou se krouZzi tak, aby se
pigment dikladné smodil. Z byrety se pifida pfesné takové mnoZstvi
0,07 mol/l roztoku kyseliny chlorovodikové (3.2), které je nezbytné
k tomu, aby byl dosaZen pomér objemu kyseliny k hmotnosti pigmentu
pfesné 50 mililitrti na gram. Celkovy objem extraktu véetné ethanolu se
ozna¢i "V ml". Pro dosaZeni dikladného promichani se obsahem baiiky
5 sekund krouZi.

5.1.3 pH-metrem (4.2) se zméfi pH vysledné suspenze a je-1i nad hodnotu 1,5,
pfida se po kapkach 0,5 mol/l roztok kyseliny chlorovodikové (3.3),
dokud se nedosahne hodnoty 1,4 az 1,5.

514 Barika se zazatkuje a ihned se 60 minut tfepe v tfepaéce s krouZivym
pohybem (4.3). Ttepacka musi mit dostate€nou rychlost, aby vznikla péna.
Zfiltruje se pfes membranovy filtr 0,45 pm (4.4) a filtrat se jima. Extrakt
se nesmi odstfedit pfed zfiltrovanim. 5,0 ml filtratu se odpipetuje do
odmérmé barkky na 50 ml; doplni se po rysku 0,07 mol/l kyselinou
chlorovodikovou (3.2) a promicha. Tento roztok se také pouziva ke
stanoveni obsahu stroncia (¢ast B).

5.1.5 Do odmérné baiiky na 100 ml se odpipetuje 5,0 ml roztoku chloridu
draselného (3.4) a alikvotni podil ("Wg, ml") zfedéného filtratu (5.1.4),
tak aby ocekavana koncentrace byla 3 aZ 10 pg barya na mililitr.
(Alikvotni podil 10 ml by mél byt vhodnym vychozim mnoZstvim.)
Doplni se po rysku 0,07 mol/l roztokem kyseliny chlorovodikové (3.2) a
promicha se.

5.1.6 Koncentrace barya vroztoku (5.1.5) se stanovi atomovou absorp¢ni
spektrometrii tentyZ den.
5.2 Podminky pro atomovou absorpéni spektrometrii

Plamen: oxid dusny-acetylen
VInova délka: 553,5 nm
Korekce pozadi: ne

Podminka paliva: chudé; pro maximalni absorbanci je nutna
optimalizace vysky hofaku a palivovych podminek.
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53 Kalibrace

5.3.1 Do série odmérnych ban&k na 100 ml se odpipetuje 1,0; 2,0; 3,0; 4,0 a
5,0 ml standardniho roztoku barya (3.5.2). Do kazdé bariky se odpipetuje
5,0 m] roztoku chloridu draselného (3.4). Doplni se po rysku 0,07 mol/l
roztokem Kkyseliny chlorovodikové (3.2) a obsah se promichd. Tyto
roztoky obsahuji 2,0; 4,0; 6,0; 8,0 a 10,0 pg barya na mililitr.

Obdobné se provede slepy pokus s tim, Ze se vynecha standardni roztok
barya.

532 Zméfi se absorbance slepého pokusu (5.3.1) a takto ziskand hodnota se
pouzije jako nulova koncentrace barya pro kalibracni kifivku. Zméfi se
absorbance kaZzdého standardniho roztoku barya (5.3.1). Sestroji se
kalibra¢ni kfivka vynesenim zavislosti hodnot absorbance na koncentraci

barya.
54 Stanoveni

Zméfi se absorbance roztoku vzorku (5.1.5). Z kalibraéni kiivky se odecte
koncentrace barya odpovidajici hodnoté absorbance naméfené pro roztok
vzorku.

6. Vypocet
Obsah rozpustného barya (% m/m) v pigmentu se vypocita podle vzorce

cxV
% (m/m) rozpustného barya = ———
o ) rozp i 10Wg, xm
kde
m = hmotnost analyzovaného vzorku (5.1.1) v g,

c= koncentrace barya vroztoku vzorku (5.1.5) odeétena z kalibra¢ni
kiivky v pg/ml,

V = celkovy objem extraktu (5.1.2) v ml,
Wg. = objem extraktu odebraného podle bodu 5.1.5 v ml.
7. Opakovatelnost

Pro vyrobky obsahujici asi 2 % (m/m) rozpustného barya je pro tuto
metodu nejlep§im odhadem opakovatelnosti 0,3 %.

8. Poznamky

8.1 Za urcitych podminek miiZe byt absorbance barya zvySena pfitomnosti
vapniku. Tomu lze zabranit pfidanim iontd hotf¢iku v koncentraci 5 g/
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8.2

3.1
3.2

3.3

3.4

34.1

3.42

4.
4.1

4.2

(viz. ,,Magnesium as modifier for the determination of barium by flame
atomic emission spectrometry®. Jerrow, M. et al., Analytical Proceedings,
1991, 28, 40.).

PouZiti metody spektrometrie sindukéné vazanou plazmou — optickd
emisni spektrometric je povoleno jako alternativa plamenoveé atomove

absorp¢ni spektrometrie.
B. Kvantitativni stanoveni rozpustného stroncia

Rozsah a oblast pouZiti

V této metodé je popsan postup extrakce a kvantitativniho stanoveni
rozpustného stroncia z pigmentli ve formé soli nebo komplext.

Princip

Pigment se extrahuje 0,07M roztokem kyseliny chlorovodikové za
definovanych podminek a mnoZstvi stroncia v extraktu se stanovi
atomovou absorpéni spektrometrii.

POUZITE CHEMIKALIE

V3echny pouZzité chemikalie musi byt Cistoty p.a. nebo vyssi
Etanol, absolutni
Kyselina chlorovodikova, 0,07 mol/l roztok

Chlorid draselny, 8% (m/V) roztok: 16 g chloridu draselného se rozpusti
ve 200 ml 0,07 mol/l roztoku kyseliny chlorovodikové (3.2).

Standardni roztoky stroncia

Zasobni standardni roztok stroncia, 1 000 pg/ml v 0,5 mol/l roztoku
kyseliny dusiéné (,,SpectrosoL* nebo ekvivalentni)

Standardni roztok stroncia, 100 pg/ml: 10,0 ml zasobniho standardniho
roztoku barya (3.4.1) se odpipetuje do odmémé bariky na 100 ml. Doplni
se po rysku 0,07 mol/l roztokem kyseliny chlorovodikové (3.2) a
promicha.

Pristroje a pomiicky

Obvyklé laboratorni vybaveni

Membranovy filtr s velikosti p6rt 0,45 um
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4.3 Atomovy absorpéni spektrofotometr vybaveny stronciovou vybojkou s
dutou katodou

5. Postup
51 Piiprava vzorku

Pro kvantitativni stanoveni rozpustného stroncia se pouZije roztok
pfipraveny v oddile A 5.1.4.

5.1.1 Do odmémé baiiky na 100 ml se odpipetuje 5,0 ml roztoku chloridu
draselného (3.3) a alikvotni podil ("W, m1") zfedéného filtratu (A 5.1.4),
aby byla pfedpokladanad koncentrace stroncia 2 az 5 pg/ml. (Alikvotni
podil 10 ml by mé&l byt vhodnym vychozim mnoZstvim.) Doplni se po
rysku 0,07 mol/l roztokem kyseliny chlorovodikové (3.2) a promicha.

5.1.2 Koncentrace stroncia v roztoku (5.1.1) se stanovi atomovou absorpéni
spektrometrii tentyz den.

5.2 Podminky pro atomovou absorpéni spektrometrii
Plamen: oxid dusny-acetylen
Vlnova délka: 460,7 nm
Korekce pozadi: ne

Podminka paliva: chudé; pro maximalni absorbanci je nutna
optimalizace vySky hotaku a palivovych podminek.

5.3 Kalibrace

5.3.1 Do série odmérnych ban€k na 100 ml se odpipetuje 1,0; 2,0; 3,0; 4,0 a
5,0 ml standardniho roztoku stroncia (3.4.2). Do kazdé barky se
odpipetuje 5,0 ml roztoku chloridu draselného (3.3). Doplni se po rysku
0,07 mol/l roztokem kyseliny chlorovodikové (3.2) a obsah se promicha.
Tyto roztoky obsahuji 1,0; 2,0; 4,0 a 5,0 pg stroncia na mililitr.

Obdobné se provede slepy pokus s tim, Ze se vynecha standardni roztok
stroncia.

53.2 Zméeti se absorbance slepého pokusu (5.3.1) a takto ziskana hodnota se
pouZije jako nulova koncentrace stroncia pro kalibraéni kfivku. Zméfi se
absorbance kazdého kalibra¢niho standardu stroncia (5.3.1). Sestroji se
kalibracni kiivka vynesenim zavislosti hodnot absorbance na koncentraci
stroncia.

5.4 Stanoveni

Zméfi se absorbance roztoku vzorku (5.1.1). Z kalibra¢ni kiivky se odecte
koncentrace stroncia odpovidajici hodnoté absorbance naméfené pro
roztok vzorku.
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6. Vypocet

Obsah rozpustného stroncia (% m/m) v pigmentu se vypocita podle vzorce

% (m/m) rozpustného stroncia = __cﬂ__
10WSr xm
kde
m = hmotnost analyzovaného vzorku (A 5.1.1) v g,
c= koncentrace stroncia v roztoku vzorku (5.1.1) odectena z kalibraéni
kfivky v pg/ml,
V= celkovy objem extraktu (A 5.1.2) vml,

Ws: = objem extraktu odebraného podle bodu 5.1.1 v ml.
7. Opakovatelnost

Pro vyrobky obsahujici asi 0,6 % (m/m) rozpustného barya je pro tuto
metodu nejlep§im odhadem opakovatelnosti 0,09 %.

8. Poznamka
Pouziti metody spektrometrie sindukén€ véazanou plazmou — opticka

emisni spektrometrie je povoleno jako alternativa plamenové atomové
absorp€ni spektrometrie.

33. KVALITATIVNI A KVANTITATIVNI STANOVENI
BENZYLALKOHOLU

A. Kvalitativni stanoveni
1. Rozsah a oblast pouziti

Vtéto metod€ je popsano kvalitativni stanoveni benzylalkoholu
v kosmetickych prostiedcich.

2. Princip

Kvalitativni stanoveni benzylalkoholu se provede chromatografii na tenké
vrstve na silikagelu.
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3. POUZITE CHEMIKALIE
VSechny pouZité chemikalie musi byt Cistoty p.a. nebo vyssi

3.1  Bengzylalkohol

3.2  Chloroform

33 Ethanol, absolutni

3.4  n-Pentan

3.5  Mobilni faze: diethylether

3.6 Standardni roztok benzylalkoholu: Do odmémé batiky na 100 ml se
navazi 0,1 g benzylalkoholu (3.1), doplni po rysku ethanolem (3.3) a
promicha.

3.7 Desky pro chromatografii na tenké vrstvé, sklenéné, 100 x 200 mm nebo
200 x 200 mm, snanesenou vrstvou silikagelu 60 Fjs4 o tloust’ce
0,25 mm.

3.8 Detekéni €inidlo: kyselina 12-molybdofosforeéna, 10% (m/V) roztok
v ethanolu (3.3).

4. Pristroje a pomucky

4.1  Obvyklé vybaveni pro chromatografii na tenké vrstvé

4.2 Chromatograficka komora se dvéma Zzlabky, vn&j§i rozméry piiblizné
80 mm x 230 mm x 240 mm

4.3  Chromatograficky papir: Whatman nebo ekvivalentni

4.4 UV lampa, vinova délka 254 nm.

5. Postup

5.1 Ptiprava vzorku
Do odmérné batiky na 10 ml se navazi 1,0 g prostiedku, ktery ma byt
analyzovan. Pfidaji se 3 ml chloroformu (3.2) a diikladné se tfepe, dokud
se prostiedek nerozptyli. Doplni se po rysku ethanolem (3.3) a dikladn&
tfepe az do vzniku ¢irého nebo téméf ¢irého roztoku.

5.2  Chromatografie na tenké vrstvé

5.2.1 Chromatografickd komora se nasyti (4.2) n-pentanem takto: strana

komory sousedici se zadnim Zlabkem se vylozi chromatografickym
papirem (4.3) tak, aby byl dolni okraj papiru ve Zl4bku. Zadni Zlabek se
naplni 25ml n-pentanu (3.4) pielitim tohoto roztoku po povrchu
chromatografického papiru. OkamZit& se nasadi viko a ponecha se stat
15 minut.
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522 Do vhodnych bodi na startovaci linii chromatografické desky pro
chromatografii na tenké vrstvé se nanese 10 pl roztoku vzorku (5.1) a
10 pl standardniho roztoku benzylalkoholu (3.6). Necha se vyschnout.

523 Do pfedniho Zlabku komory se odpipetuje 10 ml diethyletheru (3.5) a poté
se do stejného Zlabku ihned umisti deska (5.2.2). Opét se rychle nasadi

viko komory a deska se vyviji do vySsky 150 mm. Deska se vyjme
z chromatografické komory a necha se schnout pii pokojové teploté.

5.2.4 Deska (5.2.3) se pozoruje pod ultrafialovym svétlem a oznac¢i se poloha
fialovych skvrn. Deska se postfikd detekénim ¢inidlem (3.8) a poté se
zahfeje 15 minut pfi 120 °C. Benzylalkohol se jevi jako tmavé modra
skvrna.

52.5 Vypoéte se hodnota Ry =ziskand pomoci standardniho roztoku
benzylalkoholu. Tmavé modra skvima se stejnou hodnotou Ry ziskana
z roztoku vzorku indikuje pfitomnost benzylalkoholu.

Mez detekce: 0,1 pg benzylalkoholu.

B. Kvantitativni stanoveni
1. Rozsah a oblast pouZiti

V této metod€ je popsano kvantitativni stanoveni obsahu benzylalkoholu
v kosmetickych prostiedcich.

2. Definice

MnoZstvi benzylalkoholu stanovené touto metodou se vyjadii
v hmotnostnich procentech (% m/m).

3. Princip

Vzorek se extrahuje methanolem a mnoZstvi benzylalkoholu v extraktu se
stanovi vysokouinnou kapalinovou chromatografii (HPLC).

4. POUZITE CHEMIKALIE

Vsechny pouzité chemikalie musi byt Cistoty p.a. nebo vys§i a podle
potieby musi byt vhodné pro HPLC.

4.1  Methanol
4.2  4-Ethoxyfenol
4.3  Benzylalkohol

4.4  Mobilni faze: methanol (4.1)/voda (45:55; V/V)
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4.5 Zasobni roztok benzylalkoholu: do odmémé bariky na 100 ml se pfesné€
navazi asi 0,1 g benzylalkoholu (4.3). Doplni se po rysku methanolem
(4.1) a promicha.

4.6 Zasobni roztok vnitiniho standardu: do odmé&mé batiky na 100 ml se
navazi asi 0,1 g 4-cthoxyfenolu (4.2) presn€. Doplni se po rysku
methanolem (4.1) a promicha.

4.7 Standardni roztoky: Do série odmémnych banék na 25 ml se odpipetuje
zasobni roztok benzylalkoholu (4.5) a zasobni roztok vnitiniho standardu
(4.6) podle niZe uvedené tabulky. Doplni se po rysku methanolem (4.1) a
promicha.

Koncentrace benzylalkoholu Koncentrace 4-ethoxyfenolu
Standardni
roztok pocet piidanych pg/mi () pocet pfidanych pg/ml ()
ml (4.5) ml (4.6)
I 0,5 20 2,0 80
II 1,0 40 2,0 80
m 2,0 80 2,0 80
v 3,0 120 2,0 80
\Y 4,0 200 2,0 80
() Tyto hodnoty jsou uvedeny jako ukazatele a odpovidaji koncentracim standardnich
roztokli pfipravenych z roztokd benzylalkoholu (4.5) a 4-ethoxyfenolu (4.6), které
obsahuji pfesné 0,1 % (m/V) benzylalkoholu a pfesné 0,1 % (m/V) 4-ethoxyfenolu.

5. Pristroje a pomiicky

5.1  Obvyklé laboratorni vybaveni

5.2 Zafizeni pro vysokou¢innou kapalinovou chromatografii s UV detektorem
s nastavitelnou vlnovou délkou a s nastfikovaci smy¢kou o objemu 10 pl

53 Analyticka kolona: kolona z nerezové oceli: 250 mm x 4,6 mm s naplni
Spherisorb ODS o velikosti €astic 5 pm nebo s ekvivalentni naplni.

5.4  Vodni lazen

5.5  Ultrazvukova lazen

5.6  Odstredivka

5.7  Centrifugaéni kyvety na 15 ml
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6.1

6.1.1

6.1.2

6.1.3

6.1.4

6.1.5

6.1.6

6.2

6.2.1

6.2.2
6.3

6.3.1

6.3.2

6.4

6.4.1

6.4.2

Postup
Piiprava vzorku

Do centrifugaéni kyvety (5.7) se navazi asi 0,1 g (m grami) vzorku piesné
a piida se 5 ml methanolu (4.1).

Zahtiva se po dobu 10 minut na vodni lazni (5.4) nastavené na teplotu
50 °C a poté se vlozi do ultrazvukové lazné (5.5), kde se ponechd do

dikladného rozptyleni vzorku.
Ochladi se a poté se odstfedi 5 minut pii 3 500 ot./min.
Supernatant se pfevede do odmérmné baiiky na 25 ml.

Zbytek vzorku se extrahuje dal$imi 5 ml methanolu (4.1). Extrakty se
slouc¢i v odmémeé baiice na 25 ml.

Do odmérné bariky na 25 ml se odpipetuji 2,0 ml zasobniho roztoku
vnitiniho standardu (4.6). Doplni se po rysku methanolem (4.1) a
promicha se. Tento roztok se pouZije pro chromatografii popsanou
v bodé 6.4.

Chromatografie

Obvyklym zpisobem se sestavi zafizeni pro vysokoucinnou kapalinovou
chromatografii (5.2). Priitokova rychlost mobilni faze (4.4) se nastavi na
2,0 ml/min.

Vlinova délka UV detektoru (5.2) se nastavi na 210 nm.
Kalibrace

Nasttikne se po 10 pl kaZzdého ze standardnich roztoki benzylalkoholu
(4.7) a zméfti se plocha piku benzylalkoholu a 4-ethoxyfenolu.

Pro kazdy standardni roztok benzylalkoholu (4.7) se vypolte pomeér
plochy piku benzylalkoholu a 4-ethoxyfenolu. Kalibraéni kfivka se
sestroji vynesenim téchto poméri na osu y a odpovidajicich koncentraci
benzylalkoholu v pg/ml na osu x.

Kvantitativni stanoveni

Na kolonu se nastiikne 10 ul roztoku vzorku (6.1.6) a zméfi se plochy
pikd benzylalkoholu 4-ethoxyfenolu. Vypolita se pomér ploch pikt
benzylalkoholu a 4-ethoxyfenolu. Tento postup se opakujte s dalsimi
s alikvotnimi podily po 10 pl roztoku vzorku, dokud se neziskaji shodné
vysledky.

Z kalibra¢ni kiivky (6.3.2) se odeéte koncentrace benzylalkoholu
odpovidajici poméru ploch piki benzylalkoholu a 4-ethoxyfenolu.
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7. Vypocet

Obsah benzylalkoholu ve vzorku v hmotnostnich procentech se vypocita
podle vzorce:

% (m/m) benzylakoholu =
400xm

kde
m= hmotnost analyzovaného vzorku (6.1.1) v g,

c= koncentrace benzylalkoholu v roztoku vzorku (6.1.1) v pg/ml,
odectena z kalibraéni kiivky.

8. Opakovatelnost

Pro vyrobky obsahujici asi 1 % (m/m) benzylalkoholu nesmi rozdil mezi
vysledky dvou paralelnich stanoveni na stejném vzorku pfekrodit
absolutni hodnotu 0,10 %.

34. KVALITATIVNI STANOVENf ZIRKONIA A KVANTITATIVNI
STANOVENI ZIRKONIA, HLINIKU A CHLORU
V NEAEROSOLOVYCH ANTIPERSPIRANTECH

Tato metoda ma pét fazi:

A. Kvalitativni stanoveni zirkonia
Kvantitativni stanoveni zirkonia
Kvantitativni stanoveni hliniku

Kvantitativni stanoveni chloru

m YU 0w

Vypocet poméru obsahu atomil hliniku k obsahu atomii zirkonia a vypocet
pomeéru obsahu atomi hliniku a zirkonia k obsahu atomi chloru.

A. Kvalitativni stanoveni zirkonia

1. Rozsah a oblast pouZiti

Vtéto metod¢ je popsano kvalitativni stanoveni  zirkonia
v neaerosolovych antiperspirantech. Nejsou popsany metody vhodné pro
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kvalitativni stanoveni chloro(hydroxo)komplexti hliniku a zirkonia

AlZr(OH),Cl;.
2. Princip

Kvalitativni stanoveni zirkonia se provede prostfednictvim tvorby
charakteristické Cervenofialové sraZeniny pii reakci s alizarinovou
¢erveni S v siln€ kyselém prostiedi.

3. POUZITE CHEMIKALIE
Vsechny pouZzité chemikalie musi byt istoty p.a. nebo vyssi

3.1 Kyselina chlorovodikova, koncentrovana (d;o = 1,18g/ml)

3.2 Roztok alizarinu S (CI 58005: 2 % (m/V) alizarinsulfonatu sodného ve
vodg)
4. Pristroje a pomucky

4.1  BéZné laboratorni vybaveni

5. Postup

5.1 K pfiiblizné 1 g vzorku ve zkumavce se piidaji 2 ml vody. Zazatkuje se a
protiepe.

52 Pridaji se tfi kapky roztoku alizarinové Cervené¢ S (3.2) a poté 2 ml

koncentrované kyseliny chlorovodikové (3.1). Zazatkuje se a protiepe.
5.3  Necha se piibliZzné 2 minuty stat.

5.4 Cervenofialové zabarveni supernatantu a sraZeniny znamena pfitomnost
zirkonia.

B. Kvantitativni stanoveni zirkonia
1. Rozsah a oblast pouZiti

Tato metoda je vhodnd pro kvantitativni stanoveni zirkonia
v chloro(hydroxo)komplexech hliniku a zirkonu az do maximalni
koncentrace zirkonu 5,4 % (m/m) v neaerosolovych antiperspirantech.

2. Princip

Zirkonium se extrahuje z prostfedku v kyselém prostfedi a kvantitativni
stanoveni se provede plamenovou atomovou absorp¢ni spektrometrii.

3. POUZITE CHEMIKALIE

Vsechny pouzité chemikalie musi byt istoty p.a. nebo vyssi
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3.1 Kyselina chlorovodikova, koncentrovana (dzo = 1,18 g/ml)

3.2 Roztok kyseliny chlorovodikové, 10% (V/V): k 500 ml vody v kadince se
za stalého michéani p¥idd 100 ml koncentrované kyseliny chlorovodikové
(3.1). Tento roztok se pievede do odmérné bariky na 1 litr a doplni se po
rysku vodou.

33 Zasobni standardni roztok zirkonia, 1000 pg/ml v 0,5 mol/l roztoku
kyseliny chlorovodikové (,,SpectrosoL* nebo ekvivalentni)

3.4 Chlorid hlinity (hydratovany) [AlICl3-6H,0]: ¢inidlo: 22,6 g hexahydratu
chloridu hlinitého se rozpusti ve 250 ml 10% (V/V) roztoku kyseliny
chlorovodikové (3.2).

3.5 Chlorid amonny: ¢&inidlo: 5,0 g chloridu amonného se rozpusti ve 250 ml
10% (V/V) roztoku kyseliny chlorovodikové (3.2).

4. Pristroje a pomiicky

4.1  Obvyklé laboratorni vybaveni

4.2  Topna deska s magnetickym michadlem

4.3 Filtra¢ni papir (Whatman ¢&. 41 nebo ekvivalentni)

4.4 Atomovy absorpéni spektrofotometr vybaveny zirkoniovou vybojkou
s dutou katodou

5. Postup

5.1  Ptiprava vzorku

5.1.1 Do kadinky na 150 ml se navazi asi 1,0 g (m gramti) homogenniho vzorku
prostiedku piesné. Pfida se 40 ml vody a 10 ml koncentrované kyseliny
chlorovodikové (3.1).

5.1.2 Kadinka se umisti na topnou desku s magnetickym michadlem (4.2).
Zapne se michani a zahfeje se aZ k varu. Aby se zabranilo rychlému
odpafeni, umisti se na kadinku hodinové sklo. Vafi se 5 minut, kadinka se
sejme z topné desky a ochladi se na laboratorni teplotu.

5.1.3 Za pouZiti filtraéniho papiru (4.3) se obsah kadinky zfiltruje do odmémé
baiikky na 100 ml. Kadinka se dvakrat vyplachne vzidy 10 ml vody a
oplachova voda se po zfiltrovani pfidd do bariky. Doplni se po rysku
vodou a promicha se. Tento roztok se také pouZije ke kvantitativnimu
stanoveni hliniku (¢ast C).

5.1.4 Do odmérné batiky na 50 ml se odpipetuje 20,00 ml roztoku vzorku

(5.1.1), 5,00 ml ¢inidla chloridu hlinitého (3.4) a 5,00 ml ¢inidla chloridu
amonného (3.5). Doplni se po rysku 10% (V/V) roztokem kyseliny
chlorovodikové a promicha se.
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52 Podminky atomové absorpéni spektrometrie
Plamen: oxid dusny/acetylen
Vinova délka: 360,1 nm
Korekce pozadi: ne

Podminka paliva: bohaté; pro maximalni absorbanci je nutna
optimalizace vySky hofdku a palivovych podminek.

5.3 Kalibrace

5.3.1 Do série odmémych bané€k na 50 ml se odpipetuje 5,00; 10,00; 15,00; 20,0
a 25,00 ml zasobniho standardniho roztoku zirkonia (3.3). Do kaZdé
odmérné batiky se odpipetuje 5,00 ml ¢inidla chloridu hlinitého (3.4) a
5,00 ml ¢inidla chloridu amonného (3.5). Doplni se po rysku 10% (V/V)
kyselinou chlorovodikovou (3.2) a promichd se. Tyto roztoky obsahuji
100, 200, 300, 400 a 500 pg zirkonia na mililitr.

Podobneé se pfipravi slepy pokus, vynecha se standardni roztok zirkonia.

532 Zmé&fi se absorbance slepého pokusu (5.3.1) a ziskana hodnota se pouZije
jako nulovd koncentrace zirkonia pro kalibradni kfivku. Zméfi se
absorbance kazdého kalibraéniho standardu zirkonia (5.3.1). Sestroji se
kalibra¢ni kiivka vynesenim zavislosti hodnot absorbance na koncentraci
zirkonia.

5.4 Kvantitativni stanoveni

Zméfi se absorbance roztoku vzorku (5.1.4). Z kalibra¢ni kiivky se odecte
koncentrace zirkonia odpovidajici hodnoté absorbance naméfené pro
roztok vzorku.

6. Vypocet

Obsah zirkonia ze vzorku vyjadieny v hmotnostnich procentech se
vypocte podle vzorce:

% (m/m) zirkonia = 40c
X m

kde
m= hmotnost analyzovaného vzorku (5.1.1) v g,

c= koncentrace zirkonia v roztoku vzorku (5.1.4) v pg/ml, odeétena
z kalibra¢ni kfivky.
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7. Opakovatelnost

Pro vyrobky obsahujici asi 3 % (m/m) zirkonia nesmi rozdil mezi
vysledky dvou paralelnich stanoveni na stejném vzorku piekro€it
absolutni hodnotu 0,10 %.

8. Poznamka

PouZiti metody spektrometrie sindukén€ vazanou plazmou — opticka
emisni spektrometrie je povoleno jako alternativa plamenové atomové
absorp¢ni spektrometrie.

C. Kvantitativni stanoveni hliniku
1. Rozsah a oblast pouziti

Tato metoda je vhodna pro kvantitativni stanoveni hliniku
v chloro(hydroxo)komplexech hliniku a zirkonia® az do koncentrace
hliniku 12 % (m/m) v neaerosolovych antiperspirantech.

2. Princip

Hlinik se extrahuje z prostfedku v kyselém prostiedi a kvantitativni
stanoveni se provede plamenovou atomovou absorpéni spektrometrii.

3. POUZITE CHEMIKALIE
VSechny pouzité chemikalie musi byt Cistoty p.a. nebo vyssi
3.1 Kyselina chlorovodikova, koncentrovana (dy = 1,18 g/ml)

3.2 Kyselina chlorovodikova, 1% (V/V) roztok: k 500 ml vody v kadince se
za stalého michani pfidd 10 ml koncentrované kyseliny chlorovodikové
(3.1). Tento roztok se pievede do odmérné baiiky na 1 litr a doplni se po
rysku vodou.

33 Zasobni standardni roztok hliniku: 1 000 pg/ml v 0,5M roztoku kyseliny
dusiéné (,,SpectrosoL nebo ekvivalentni)

3.4 Cinidlo s chloridem draselnym: 10,0 g chloridu draselného se rozpusti ve
250 ml 1 % kyseliny chlorovodikové (3.2).

4, Pristroje a pomiicky
4.1  Obvyklé laboratorni vybaveni

4.2 Atomovy absorpéni spektrofotometr vybaveny hlinikovou vybojkou
s dutou katodou
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5. Postup
5.1 Priprava vzorku

Pro kvantitativni stanoveni hliniku se pouZije roztok pfipraveny v ¢asti B
5.1.3.

5.1.1 Do odmémé bariky na 100 ml se odpipetuje 5,00 ml roztoku vzorku
(B 5.1.3) a 10,00 ml éinidla s chloridem draselnym (3.4). Doplni se po
rysku 1% roztokem kyseliny chlorovodikové (3.2) a promicha se.

5.2 Podminky atomové absorpéni spektrometrie

Plamen: oxid dusny-acetylen

Vinova délka: 309,3 nm

Korekce pozadi: ne

Podminka paliva: bohaté; pro maximalni absorbanci je nutna
optimalizace vySsky hofdku a palivovych
podminek.

5.3 Kalibrace

5.3.1 Do série odmérnych ban¢k na 100 ml se odpipetuje 1,00; 2,00; 3,00; 4,00
a 5,00 ml zasobniho standardniho roztoku hliniku (3.3). Do kazdé
odmémé bariky se odpipetuje 10,00 ml &inidla s chloridem draselnym
(3.4) a doplni se po rysku 1% roztokem kyseliny chlorovodikové (3.2) a
promicha se. Tyto roztoky obsahuji 10, 20, 30, 40 a 50 pg hliniku na
mililitr.

Obdobné se ptipravi slepy pokus, vyneché se standardni roztok hliniku.

53.2 Zméfi se absorbance slepého pokusu (5.3.1) a takto ziskand hodnota se
pouzije jako nulova koncentrace hliniku pro kalibraéni kiivku. Zméfi se
absorbance kaZzdého standardniho roztoku hliniku. Sestroji se kalibra¢ni
kiivka vynesenim zavislosti hodnot absorbance na koncentraci hliniku.

54 Kvantitativni stanoveni

Zmeti se absorbance roztoku vzorku (5.1.1). Z kalibraéni kfivky se odecte
koncentrace hliniku odpovidajici hodnoté absorbance naméfené pro roztok
vzorku.

6. Vypocet

Obsah hliniku ve vzorku vyjadfeny v hmotnostnich procentech se vypocte
podle vzorce:

% (m/m) hliniku = 3
xm
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kde
m= hmotnost analyzovaného vzorku (B 5.1.1) v g,
c¢= koncentrace hliniku vroztoku vzorku (5.1.1) v pg/ml, odeltena
z kalibra¢ni kiivky.
7. Opakovatelnost

Pro vyrobky obsahujici asi 3,5% (m/m) hliniku nesmi rozdil mezi
vysledky dvou paralelnich stanoveni na stejném vzorku pfekrocit
absolutni hodnotu 0,10 %.

8. Poznamka

Pouziti metody spektrometrie sindukén€ vazanou plazmou — opticka
emisni spektrometrie je povoleno jako alternativa plamenové atomové
absorp¢ni spektrometrie.

D. Kvantitativni stanoveni chloru
1. Rozsah a oblast pouZiti

Tato metoda je vhodna pro kvantitativni stanoveni chloru pfitomného ve
formé& chloridovych ionti v chloro(hydroxo)komplexech hliniku a
zirkonia v neaerosolovych antiperspirantech.

2. Princip

Obsah chloridovych iontt v prostfedku se stanovi potenciometrickou
titraci standardnim roztokem dusiénanu stiibrného.

3.  POUZITE CHEMIKALIE
V3echny pouzité chemikalie musi byt istoty p.a. nebo vyssi
3.1  Kyselina dusi¢na, koncentrovana (dyo = 1,42 g/ml)

3.2 Kyselina dusi¢na, 5% (V/V) roztok: ke 250 ml vody v kadince se za
stalého michani pfidd 25 ml koncentrované kyseliny dusi¢né (3.1). Tento
roztok se pfenese do odmémé bariky na 500 ml a doplni se po rysku
vodou.

33 Aceton
3.4 Dusicnan stfibrny, 0,1 mol/l odmémy roztok (,,AnalaR“ nebo ekvivalentni)
4. Pristroje a pomiicky

4.1  Obvyklé laboratorni vybaveni
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4.2 Topna deska s magnetickym michadlem

43 Stiibrna elektroda

4.4  Kalomelova referentni elektroda

4.5  pH-metr nebo milivoltmetr vhodny pro potenciometrickou titraci
5. Postup

5.1  Piiprava vzorku

5.1.1 Do kadinky na 250 ml se odvaZi pfiblizné 1,0 g (m grami) homogenniho
vzorku prostiedku prfesné. Pfidd se 80 ml vody a 20 ml roztoku 5%
kyseliny dusiéné (3.2).

5.1.2 Kadinka se umisti na topnou desku s magnetickym michadlem (4.2).
Zapne se michani a zahfeje se az k varu. Aby se zabranilo rychlému
odpareni, umisti se na kadinku hodinové sklo. Vafi se 5 minut, kadinka se
sejme z topné desky a ochladi se na laboratorni teplotu.

513 Pfida se 10 ml acetonu (3.3), elektrody (4.3 a 4.4) se ponoii pod hladinu
roztoku a zapne se michani. Provede se potenciometricka titrace 0,1 mol/l
roztokem dusiénanu stifbrného (3.4) a sestroji se diferencialni kfivka za
ucelem stanoveni bodu ekvivalence (V ml).

6. Vypocet

Obsah chloru ve vzorku, vyjadfeny v hmotnostnich procentech, se
vypoc¢ita podle vzorce:

% (m/m) chloru = 0,3545xV

kde
m= hmotnost anylyzovaného vzorku (5.1.1) v g,

V= objem 0,1 mol/l roztoku dusi¢nanu stfibrného v mililitrech,
spotfebovaného pro titraci do bodu ekvivalence.

7. Opakovatelnost

Pro vyrobky obsahujici asi 4 % (m/m) chloru nesmi rozdil mezi vysledky
dvou paralelnich stanoveni na stejném vzorku pfekro¢it absolutni hodnotu
0,10 %.
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E. Vypodet poméru obsahu atomi hliniku k obsahu atoma zirkonia a vypodet
poméru obsahu atomi hliniku a zirkonia k obsahu atomii chloru

1. Vypocet poméru obsahu atomu hliniku k obsahu atomu zirkonia
Pomér Al:Zr se vypocita podle vzorce:

Al%(m/m)x91,22
Zr%(m/m)x 26,98

pomér Al:Zr =

2. Vypocet poméru obsahu atomu hliniku a zirkonia k obsahu atomii chloru
Pomeér (Al + Zr):Cl se vypocita podle vzorce:

Al%(m/m)+Zr%(m/m)
26,98 91,22
Cl1%(m/m)

35,45

pomer (Al + Zr):Cl =

35. KVALITATIVNI A KVANTITATIVNI STANOVENI HEXAMIDINU,
DIBROMHEXAMIDINU, DIBROMPROPAMIDINU A CHLORHEXIDINU

1. Rozsah a oblast pouZiti
V této metodé€ je popsano kvalitativni a kvantitativni stanoveni

. hexamidinu a jeho soli véetn& 2-hydroxyethansulfonitu a
4-hydroxybenzoatu,

— dibromhexamidinu a jeho soli véetné 2-hydroxyethansulfonatu,
— dibrompropamidinu a jeho soli véetn& 2-hydroxyethansulfonatu,
— diacetétu, diglukonatu a dihydrochloridu chlorhexidinu
v kosmetickych prostiedcich.

2. Definice

Koncentrace hexamidinu, bromdibromhexamidinu,
bromdibrompropamidinu a chlorhexidinu stanovené touto metodou se
vyjadii v hmotnostnich procentech (% m/m).
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4.1
42
43
4.4
4.5

45.1

452

4.6

4.7

4.8

Podstata metody

Kvalitativni a kvantitativni stanoveni se provadi pomoci chromatografie
iontovych pari za pouZiti vysokoulinné kapalinové chromatografie
(HPLC) s obracenymi fizemi s naslednou detekci UV spektrofotometrii.
Hexamidin, dibromhexamidin, dibrompropamidin a chlorhexidin se
kvalitativné stanovuji podle svych reten¢nich ¢asti v chromatograficke
kolong.

POUZITE CHEMIKALIE

VSechny pouZzité chemikalie musi byt Cistoty p.a. nebo vyssi a podle
potieby musi byt vhodna pro HPLC.

Methanol

Natrium-heptan-1-sulfonit monohydrat
Ledova kyselina octova (dyo = 1,05 g/ml)
Chilorid sodny

Mobilni faze

Eluent I: 0,005 mol/l roztok natrium-heptan-1-sulfondtu monohydratu
(4.2) v methanolu (4.1) upraveny ledovou kyselinou octovou (4.3) na
hodnotu pH 3,5.

Eluent II: 0,005 mol/l roztok natrium-heptan-1-sulfondtu monohydréatu
(4.2) ve vodé¢ upraveny ledovou kyselinou octovou (4.3) na hodnotu pH
3,5.

Poznamka:  Je-li nutné zlepSit tvar pikl, 1ze mobilni faze upravit a
pfipravit nize uvedenym zptisobem:

— eluent I: 5,84 g chloridu sodného (4.4) a 1,1013 g natrium-
heptan-1-sulfondtu monohydratu (4.2) se rozpusti ve 100 ml
vody. Pfidd se 900 ml methanolu (4.1) a upravi se ledovou
kyselinou octovou (4.3) na hodnotu pH 3,5.

— eluent II: 5,84 g chloridu sodného (4.4) a 1,1013 g natrium-
heptan-1-sulfonatu monohydratu (4.2) se rozpusti v jednom litru
vody a upravi se ledovou kyselinou octovou (4.3) na hodnotu pH
3,5.

Hexamidin-di(2-hydroxyethansulfonat) [C20H26N402-2C,H04S]

Dibromhexamidin-di(2-hydroxyethansulfonat)
[C20H24Br2N402'2C2H604S]

Dibrompropamidin-di(2-hydroxyethansulfonat)
[C17H1 8BI‘2N402 2C2H504S]
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4.9

4.10

4.11

4.12

5.1
5.2

53

5.4

6.1

6.2
6.2.1

6.2.2

6.2.3

Chlorhexidin-diacetat [C22H30C12N10‘2C2H402]

Standardni roztoky: v eluentu I (4.5.1) se pfipravi 0,05% (m/V) roztoky
viech étyt konzervantti (4.6 aZ 4.9).

3,4,4'-Trichlorkarbanilid (Triclocarban - INN)

4 4'-Dichlor-3-(trifluormethyl)karbanilid (Halocarban - INN)
Pristroje a pomiicky

Obvyklé laboratorni vybaveni

Chromatograf pro vysokouéinnou kapalinovou chromatografii s UV
detektorem s nastavitelnou vlnovou délkou

Analytickad délici kolona: kolona znerezové oceli o délce 30cm a
vnitfnim priméru 4 mm, snaplni p-Bondapack Cis, 10 um, nebo
s ekvivalentni naplni.

Ultrazvukova lazen

Kvalitativni stanoveni

Pfiprava vzorku

Do odmémé baiiky na 10 ml se navaZi asi 0,5 g vzorku pfesné a doplni se
po rysku eluentem I (4.5.1). Batika se na 10 minut vloZi do ultrazvukové
lazné (5.4). Roztok se zfiltruje nebo odstfedi. Filtrat nebo supernatant se
pouzije pro chromatografii.

Chromatografie

Gradient mobilni faze

Cas eluent I eluent IT
(min) (% V/IV) (4.5.1) (% VIV) (4.5.2)
0 50 50
15 65 35
30 65 35
45 50 50

Priitok mobilni faze (6.2.1) se nastavi na 1,5 ml/min a teplota kolony se
nastavi na 35 °C.

Vlinova délka detektoru se nastavi na 264 nm.
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6.2.4 Provede se nastfik 10 pl kazdého zreferenénich roztokii (4.10) a
zaznamenaji se jejich chromatogramy.

6.2.5 Provede se nastfik 10 pl roztoku vzorku (6.1) a zaznamena se jeho
chromatogram.

6.3 Diikaz pfitomnosti hexamidinu, dibromhexamidinu, dibrompropamidinu

nebo chlorhexidinu se provede porovnanim retencnich cast piki
zaznamenanych vbodé 6.2.5 spiky ziskanymi pro referen¢ni roztoky
v bodé 6.2.4.

7. Kvantitativni stanoveni
7.1  Piiprava standardnich roztokt

Jako vnitini standard se pouZije jeden z konzervantl (4.6 aZ 4.9), ktery
neni ve vzorku pfitomen. Neni-li to mozné, miZe byt pouzit Triclocarban
(4.11) nebo Halocarban (4.12).

7.1.1 Zasobni roztok konzervantu, jehoZ pfitomnost je prokazana v bodé 6.3,
0,05% (m/V) v eluentu I (4.5.1).

7.1.2 Zasobni roztok konzervantu zvoleného jako vnitini standard, 0,05% (m/V)
v eluentu I (4.5.1).

7.1.3 Pro kazdy nalezeny konzervant se piipravi Ctyfi standardni roztoky tak, Ze
se do odmé&mych ban€k na 10 ml odméfi podle niZe uvedené tabulky
mnoZstvi zasobniho roztoku prokazané¢ho konzervantu (7.1.1) a mnoZstvi
zéasobniho roztoku vnitiniho standardu (7.1.2).

Zasobni roztok vnitiniho Zasobni roztok konzervantu, jehoZ
Standardni standardu pfitomnost byla prokazana
tok .
rozto pocet piidanych pocet ptidanych pg/ml ()
ml (7.1.2) ml (7.1.1)

I 1,0 0,5 25
II 1,0 1,0 50
111 1,0 1,5 75
v 1,0 2,0 100

() Tyto hodnoty jsou uvedeny jako ukazatele a odpovidaji koncentracim
standardnich roztokd prokazanych konzervanti, pfipravenych ze zasobnich roztokd
obsahujicich pfesné 0,05 % prokazaného konzervantu.
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7.2 Pfiprava vzorku

7.2.1 Do odmémé baiiky na 10 ml se navazi asi 0,5 g (p gramil) vzorku pfesné,
pfida se 1,0 ml roztoku vnitiniho standardu (7.1.2) a 6 ml eluentu I (4.5.1)
a promicha se.

7.2.2 Baiika se umisti na 10 minut do ultrazvukové lazné (5.4). Ochladi se.
Doplni se po rysku eluentem I a promicha. Odstfedi se nebo se zfiltruje
pfes skladany filtraéni papir. Supernatant nebo poptipadé filtrat se pouZije
pro chromatografii.

7.3  Chromatografie

7.3.1 Gradient mobilni faze, pritok, teplota kolony a vlnova délka detektoru
zatizeni pro HPLC (5.2) se nastavi podle podminek poZadovanych pii
kvalitativnim stanoveni (6.2.1 aZ 6.2.3).

7.3.2 Nastfikne se 10 pl roztoku vzorku (7.2.2) a zmé#i se plochy pikid. Tento
postup se opakuje s dal§imi 10ul alikvotnimi podily roztoku vzorku tak
dlouho, dokud se neziskaji shodné vysledky. Vypocita se pomér plochy
piku analyzované slou€eniny k plose piku vnitfniho standardu.

7.4 Kalibrace

7.4.1 Nasttikne se 10 pl kaZzdého standardniho roztoku (7.1.3) a zméti se plochy
pikd.
7.4.2 Pro kazdy standardni roztok (7.1.3) se vypocita pomér plochy piku

hexamidinu, dibromhexamidinu, dibrompropamidinu nebo chlorhexidinu
k ploSe piku vnitiniho standardu. Kalibra¢ni kfivka se sestroji vynesenim
téchto pomerii na osu y a odpovidajicich koncentraci standardnich roztoki
prokazanych konzervantti v pg/ml na osu x.

7.4.3 Z kalibra¢ni kfivky (7.4.2) se odete koncentrace prokazaného
konzervantu odpovidajici pomeru ploch pikd vypocitanému v bodé 7.3.2.
8. Vypocet
8.1 Obsah = hexamidinu, dibromhexamidinu, dibrompropamidinu nebo
chlorhexidinu ve vzorku v hmotnostnich procentech se vypoéitd podle
vzorce:
% (m/m) = — & xAWi
1000xp MW,
kde
p= hmotnost analyzovaného vzorku (7.2.1) v g,
c= koncentrace konzervantu v roztoku vzorku, odedtena

z kalibraéni kiivky, v pg/ml,
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MW, = molekulovd hmotnost zédkladni formy pfitomného
konzervantu,

MW, = molekulova hmotnost odpovidajici soli (viz bod 10).
9. Opakovatelnost
Pro vyrobky obsahujici asi 0,1 % (m/m) hexamidinu, dibromhexamidinu,

dibrompropamidinu nebo chlorhexidinu nesmi rozdil mezi vysledky dvou
paralelnich stanoveni na stejném vzorku piekro€it absolutni hodnotu

0,005 %.

10.  Tabulka molarnich hmotnosti
Hexamidin CoH26N,O> 354,45
Hexamidin-di(2-hydroxyethansulfonat) CyoH,6N40,:2C,Hs04S 606,72
Hexamidin-di-p-hydroxybenzoat C0H26N40,:2C;HO3 630,71
Dibromhexamidin CoH24B1N,0, 512,24

Dibromhexamidin-di(2-hydroxyethansulfonat) | CyH,4Br,N40,2C,Hs0,S 764,51

Dibrompropamidin C,7HsBr;N,O, 470,18

Dibrompropamidin-di(2-hydroxyethansulfonat) | C;;H;sBr;N40,-2C,HsO4S 722,43

Chlorhexidin C,,H30CLLN o 505,45
Chlorhexidin-diacetat C,,H30CLN - 2C,H,0, 625,56
Chlorhexidin-diglukonat C,,H30C1LN 19 2CsH 1,04 897,76
Chlorhexidin-dihydrochlorid CyH30CLN - 2HCI 578,37

36. KVALITATIVNI A KVANTITATIVNI STANOVENI KYSELINY
BENZOOVE, KYSELINY 4-HYDROXYBENZOOVE, KYSELINY
SORBOVE, KYSELINY SALICYLOVE A KYSELINY PROPIONOVE
V KOSMETICKYCH PROSTREDCICH

1. Rozsah a oblast pouZiti

Metoda je pouZzitelnd pro kvalitativni a kvantitativni stanoveni kyseliny
benzoové, Kkyseliny 4-hydroxybenzoové, kyseliny sorbové, kyseliny
salicylové a kyseliny propionové v kosmetickych prostfedcich.
Samostatné jsou popsany postupy kvalitativniho stanoveni téchto
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konzervanti, kvantitativniho stanoveni kyseliny propionové a
kvantitativniho  stanoveni kyseliny 4-hydroxybenzoové, kyseliny
salicylové, kyseliny sorbové a kyseliny benzoové.

2. Definice
Mnozstvi kyseliny benzoové, kyseliny 4-hydroxybenzooveé, kyseliny
salicylové, kyseliny sorbové a kyseliny propionové stanovend touto
metodou se vyjadii v hmotnostnich procentech volnych kyselin.

A.  KVALITATIVNI STANOVENI

1. Princip
Po kyselé/zasadité extrakci konzervanti se extrakt analyzuje
chromatografii na tenké wvrstvé (TLC) a reakéni chromatografii
(,,derivatizace na desce™). V zavislosti na vysledcich se kvalitativni
stanoveni potvrdi vysokou¢innou kapalinovou chromatografii (HPLC)
nebo, v ptipadé kyseliny propionové, plynovou chromatografii (GC).

2. POUZITE CHEMIKALIE

2.1  VSeobecné
Viechny pouzité chemikalie musi byt Cistoty p.a. nebo vys$§i .Musi byt
pouZita destilovana voda nebo voda alespoii ekvivalentni Cistoty.

2.2 Aceton

2.3 Diethylether

2.4  Acetonitril

2.5 Toluen

2.6  n-Hexan

2.7  Parafin, tekuty

2.8  Kyselina chlorovodikova, 4 mol/l

2.9  Hydroxid draselny,4 mol/l vodny roztok

2.10  Chlorid vapenaty, CaCl,-2H,0

2.11  Uhli¢itan lithny, Li;CO;

2.12  2-Brom-2'-acetonafton

2.13  Kyselina 4-hydroxybenzoova

2.14 Kyselina salicylova
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2.15 Kyselina benzoova
2.16 Kyselina sorbova
2.17 Kyselina propionova
2.18 Standardni roztoky

Piipravi se 0,1% (m/V) roztoky (100 mg/100ml) kaZzdého z péti
konzervantt (2.13 az 2.17) v diethyletheru.

2.19 Derivatizaéni ¢inidlo

0,5% roztok 2-bromo-2'-acetonaftonu (2.12) v acetonitrilu (2.4)
(50 mg/10 ml). Tento roztok by mél byt pfipravovan kaZzdy tyden a
uchovavan v lednicce.

2.20 Roztok katalyzatoru

0,3% (m/V) roztok uhli¢itanu lithného (2.11) ve vodé (300 mg/100 ml).
Tento roztok by mél byt pfipravovan vzdy Cerstvy.

2.21 Mobilni faze

Toluen (2.5)/aceton (2.2) (20:0,5, V/V)
2.22 Tekuty parafin (2.7)/n-hexan (2.6) (1:2, V/V)
3. Pristroje a pomiicky

Obvyklé laboratorni vybaveni
3.1  Vodni lazen nastavitelna na teplotu 60 °C
3.2 Vyvijeci komora
3.3 Zdroj ultrafialového svétla, 254 a 366 nm

34 Hotové desky pro chromatografii na tenké vrstv€, Silikagel 60, bez
fluorescencniho indikatoru, 20 x 20 cm, tloustka vrstvy 0,25 mm s
koncentra¢ni zénou 2,5 x 20 cm (Merck 11845 nebo ekvivalentni)

3.5  Mikrosttikacka na 10 pl

3.6  Mikrosttikacka na 25 pl

3.7  SuSarna nastavitelna na teplotu az 105 °C

3.8 Erlenmeyerovy baiiky na 50 a 200 ml se zabrusovou zatkou

3.9 Filtraéni papir, primér 90 mm, Schleicher & Schiill, Weissband No. 5892,
nebo ekvivalentni
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3.10 Univerzalni indikatorovy papirek, pH 1 — 11

3.11 Sklenéné vzorkovaci lahvi¢ky na 5 ml

3.12 Rotaéni vakuova odparka (Rotavapor nebo ekvivalentni)
3.13 Topna deska

4. Postup

4.1  Piiprava vzorkid

Do Erlenmeyerovy batiky na 50 ml se zabrusovou zatkou (3.8) se odvazi
ptiblizn€¢ 1g vzorku. Pridaji se Ctyfi kapky 4 mol/l kyseliny
chlorovodikové (2.8) a 40 ml acetonu (2.2). U silné zasaditych prostiedkd,
jako je toaletni mydlo, by mélo byt pfidano 20 kapek 4 mol/1 kyseliny
chlorovodikové (2.8). Pomoci indikatorového papirku (3.10) se
zkontroluje, zda je pH pfiblizn€ 2. Baiika se uzavie a po dobu 1 minuty se
siln€ protiepava.

Je-1i nezbytné usnadnit extrakci konzervantli do acetonové faze, smés se
opatrné zahfeje na asi 60 °C, aby se tekuta faze rozpustila.

Roztok se zchladi na laboratorni teplotu a pfefiltruje pfes filtraéni papir
(3.9) do Erlenmeyerovy bariky.

20 ml filtratu se pfevede do Erlenmeyerovy bariky na 200 ml, pfida se
20 ml vody a promicha se. pH smési se upravi pfiblizn€ na 10 pomoci
4 mol/l hydroxidu draselného (2.9) za pouziti indikatorového papirku
(3.10).

Pfida se 1 g chloridu vapenatého (2.10) a siln€ se protfepe. Zfiltruje se
pies filtra¢ni papir (3.9) do délici nalevky na 250 ml obsahujici 75 ml
diethyletheru (2.3) a silné se tfepe 1 minutu. Vrstvy se nechaji oddélit a
vodna vrstva se pievede do Erlenmeyerovy batiky na 250 ml. Etherova
vrstva se zlikviduje. Za pouziti indikatorového papirku (3.10) se pH
vodného roztoku upravi na piiblizné 2 okyselenim 4 mol/l kyselinou
chlorovodikovou (2.8). Piidd se 10ml diethyletheru (2.3), baiika se
zazatkuje a silné protfepava 1 minutu; vrstvy se nechaji oddélit a etherova
vrstva se pfevede do rotaéni odparky (3.12). Vodna vrstva se zlikviduje.

Etherova vrstva se odpafi témeéf do sucha a zbytek se znovu rozpusti v
1 ml diethyletheru (2.3). Roztok se pfevede do vzorkovaci lahvicky

(3.11).
4.2 Chromatografie na tenké vrstvé

Na startovni linii koncentraéni zény TLC desky (3.4) se do bodi, jejichZ
pocet odpovida poctu referencnich roztokl a roztokd vzorkd, které maji
byt analyzovany, nanese stfikackou (3.5) ve stejnych odstupech vZdy po
3 pl uhli¢itanu lithného (2.20) a vysusi se v proudu studeného vzduchu.
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Chromatografickéd deska se pfenese na topnou desku (3.13) zahfatou na
40 °C, aby se skvrny udrzZely co nejmensi. Mikrostiikackou (3.5) se na
startovni linii desky nanese vZdy 10 pl kazdého standardniho roztoku
(2.18) a roztoku vzorku (4.1) piesné do bodii, kam byl nanesen uhli¢itan
lithny.

Nakonec se opét presné do bodi, kam byly naneseny referen¢ni
roztoky/roztoky vzorku a roztok uhlifitanu lithného, nanese piiblizné
15 ul derivatizaéniho ¢inidla (2.19) (roztok 2-bromo-2'-acetonaftonu).

Chromatografickéa deska se zahfiva v su$ame (3.7) 45 minut pii 80 °C. Po
vychladnuti se deska vyviji v komote (3.2), kterd byla 15 minut (bez
vyloZeni filtraCnim papirem) sycena mobilni fazi 2.21 (toluen/aceton),
dokud ¢elo rozpoustédla nedosahne vzdalenosti 15 cm (doba vyvijeni je
pfiblizn€ 80 minut).

Deska se vysu$i v proudu studen¢ho vzduchu a ziskané skvrny se
vyhodnoti pod UV svétlem (3.3). Pro zesileni fluorescence slabych skvrn
miZze byt chromatograficka deska ponofena do tekutého
parafinu/n-hexanu (2.22).

5. Kvalitativni stanoveni
Pro kaZdou skvrnu se vypo¢te hodnota Ry.

Hodnoty Rt a chovani vzorku pod UV svétlem se porovnaji s hodnotami a
chovéanim referenénich vzorkd.

Ucini se pfedbé&Zné zavéry o ptitomnosti a kvalitativnim stanoveni
konzervanti. Provede se vysokou¢inna kapalinovd chromatografie
popsand v oddilu B, nebo ukazuje-li se, Ze je pfitomna kyselina
propionova, provede se plynovd chromatografie popsana v oddilu C.
Ziskané retencni ¢asy se porovnaji s retenénimi ¢asy referenénich vzorkd.

Vysledky TLC a HPLC nebo GC se zkombinuji a koneény diikaz
konzervantl vychazi z kombinace vysledkd.

B. KVANTITATIVNI STANOVENI KYSELINY BENZOOVE,
KYSELINY 4-HYDROXYBENZOOVE, KYSELINY SORBOVE A
KYSELINY SALICYLOVE

1. Princip

Vzorek se po okyseleni extrahuje smési ethanolu a vody. Po filtraci se
konzervanty stanovi vysokou¢innou kapalinovou chromatografii (HPLC).
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2. POUZITE CHEMIKALIE

2.1 Viechny pouZité chemikalie musi byt istoty p.a. nebo vyssi a musi byt
vhodna pro HPLC. Musi byt pouZita destilovan4 voda nebo voda alespoii
ekvivalentni Cistoty.

2.2 Ethanol, absolutni

2.3 Kyselina 4-hydroxybenzoova

2.4  Kyselina salicylova

2.5  Kyselina benzoova

2.6  Kyselina sorbova

2.7  Octan sodny, (CH;COONa-3H,0)

2.8  Kyselina octova, dﬁo = 1,05 g/ml

2.9  Acetonitril

2.10 Kyselina sirova, 2 mol/l

2.11 Hydroxid draselny, 0,2 mol/l vodny roztok

2.12 Kyselina 2-methoxybenzoova

2.13  Smés ethanol/voda
Devét dili ethanolu (2.2) se smicha s jednim dilem vody (2:1)

2.14 Roztok vnitiniho standardu
Pfipravi se roztok obsahujici 1 g kyseliny 2-methoxybenzoové (2.12) v
500 ml smési ethanol/voda (2.13).

2.15 Mobilni faze pro HPLC

2.15.1 Acetatovy tlumivy roztok: do 1 litru vody se ptfida 6,35 g octanu sodného
(2.7) a2 20,0 ml kyseliny octové (2.8) a smicha se.

2.15.2 Mobilni faze se piipravi smichdnim deviti dild acetatového tlumivyho
roztoku (2.15.1) a jednoho dilu acetonitrilu (2.9).

2.16 Zasobni roztok konzervantd

Do odmémé bariky na 50ml se navazi asi 0,05g kyseliny
4-hydroxybenzoové (2.3), 0,2 g kyseliny salicylové (2.4), 0,2 g kyseliny
benzoové (2.5) a 0,05 g kyseliny sorbové (2,6) piesné a objem se doplni
smési ethanol/voda (2.13). Roztok se uchovava v ledni¢ce. Roztok je
stabilni jeden tyden.
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2.17 Standardni roztoky konzervanti

Do odmémych banék na 20 ml se odmé&ii 8,00; 4,00; 2,00; 1,00 a 0,50 ml
zasobniho roztoku (2.16). Do kazdé batiky se pfida 10,00 ml roztoku

vnitiniho standardu (2.14) a 0,5 ml 2 mol/l kyseliny sirove (2.10). Objem
se doplni smési ethanol/voda (2.13). Tyto roztoky musi byt ptipravovany

Cerstvé.

3. Pristroje a pomicky
Obvyklé laboratorni vybaveni, které neni nijak specifikovano a
3.1 Vodni lazen, nastavena na 60 °C

32 Chromatograf pro vysokou¢innou kapalinovou chromatografii s UV
detektorem s nastavitelnou vinovou délkou a 10ul nastfikovaci smyckou

3.3 Analyticka kolona

Nerezova ocel, délka 12,5 aZ 25 cm, vnitini primér 4,6 mm, plnéna
Nucleosilem 5C18 nebo ekvivalentni naplni

3.4 Filtrani papir, primér: 90 mm, Schleicher and Schiill, Weissband
No 5892 nebo ekvivalentni

3.5  Erlenmeyerovy bariky na 50 ml
3.6  Sklenéné vzorkovaci lahvicky na 5 ml

3.7 Varné kaminky, karborundum, velikost 2 — 4 mm, nebo ekvivalentni
4. Postup

4.1 Priprava vzorku

4.1.1 Ptiprava vzorku bez pfidani vnitiniho standardu

Do Erlenmeyerovy bariky na 50 ml (3.5) se navazi 1 g vzorku. Do banky
se odpipetuje 1,00 ml 2 mol/l kyseliny sirové (2.10) a 40,0 ml smési
ethanol/voda (2.13). Pfidd se pfiblizné 1g vamych kaminkd (3.7),
zkumavka se uzavie a siln€ se alespoil 1 minutu protfepava, dokud
nevznikne homogenni suspenze. Pro usnadnéni extrakce konzervanti do
ethanolové faze se barika zahfiva pfesn€ 5 minut na vodni l4zni (3.1) pfi
60 °C.

Barika se ihned ochladi v proudu studené vody a extrakt se na hodinu
ulozi pti S °C.
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Extrakt se zfiltruje pfes filtraéni papir (3.4). Asi 2 ml extraktu se pfevedou
do vzorkovaci lahvicky (3.6). Extrakt se uchovava pfi 5 °C a stanoveni
pomoci HPLC se provede do 24 hodin.

4.1.2 Pfiprava vzorku s pfidanim vnitiniho standardu

Do Erlenmeyerovy bafiky na 50 ml (3.5) se s pfesnosti na tfi desetinna
mista navazi 1+ 0,1 g vzorku (a grami). Pipetou se pfida 1,00 ml 2 mol/l
kyseliny sirové (2.10) a 30,0 ml smési ethanol/voda (2.13). Pfida se
pfiblizné¢ 1g varnych kaminki (3.7) a 10,00 ml roztoku vnitiniho
standardu. Baiika se uzavie a siln€ se alespofi 1 minutu protfepava, dokud
nevznikne homogenni suspenze. Pro usnadnéni extrakce konzervantti do
ethanolové faze se baiika zahtiva pfesné 5 minut na vodni 14zni (3.1) pfi
60 °C.

Zkumavka se ihned ochladi v proudu studené vody a extrakt se uloZi na
hodinu pfi 5 °C.

Extrakt se zfiltruje pfes filtraini papir (3.4). Asi 2 ml extraktu se pfevedou
do vzorkovaci lahvicky (3.6). Extrakt se uchovava pii 5 °C a stanoveni
pomoci HPLC se provede do 24 hodin.

4.2  Vysokoucinna kapalinova chromatografie
Mobilni faze: acetonitril/acetatovy tlumivy roztok (2.15).

Pritok mobilni faze kolonou se nastavi na 2,0 + 0,5 ml/min. Vilnova délka
detektoru se nastavi na 240 nm.

4.2.1 Kalibrace

Do kapalinového chromatografu (3.2) se nastiikne po 10 pul standardnich
roztokii konzervantd (2.17). Pro kazdy roztok se ze ziskanych
chromatogrami stanovi pomér vysky piku vySetfovaného konzervantu k
vySce piku vnitiniho standardu ziskaného z chromatogrami. Sestroji se
graf zévislosti poméru vySek pikd na koncentraci kazdého standardniho
roztoku.

Presvédcte se, Ze pfi kalibraci byla pro standardni roztoky ziskéna linearni
odezva.

4.2.2 Stanoveni

Do kapalinového chromatografu (3.2) se nastfikne 10 pul extraktu vzorku
(4.1.1) a zaznamena se chromatogram. Nastfikne se 10 pl standardniho
roztoku konzervantu (2.17) a zaznamena se chromatogram. ObdrZené
chromatogramy se porovnaji. Neni-li v chromatogramu extraktu vzorku
(4.1.1) Zadny pik s pfiblizné stejnym retenénim ¢asem jako pik kyseliny
2-methoxybenzoové (doporuceny vnitini standard), nastfikne se do
kapalinového chromatografu 10 pl extraktu vzorku s pfidanym vnitfnim
standardem (4.1.2) a zaznamena se chromatogram.
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Je-li v chromatogramu extraktu vzorku (4.1.1) ruSivy pik se stejnym
retenénim ¢asem jako kyselina 2-methoxybenzoova, mél by byt vybran
jiny vnitfni standard. (Neni-li jeden z vySetfovanych konzervant
v chromatogramu pfitomen, lze tento konzervant pouzit jako wvnitini
standard.)

Je tieba se ujistit, Ze pfi kalibraci byla pro standardni roztoky ziskana
linearni odezva.

Je tfeba ovéfit, zda chromatogramy ziskané pro standardni roztok a roztok
vzorku spliiuji nasledujici poZadavky:

rozliSeni pikd nejhiife odd€leného péru je alespoii 0,90. (Definice
rozli$eni pikd je uvedena na obrazku 12);

e
Il
g |

Obrazek 12: RozliSeni pikt

Castka 172

Neni-li pozadovaného rozliSeni dosaZeno, méla by byt bud’ pouZita
ucinng&jsi kolona nebo by mélo byt sloZzeni mobilni faze upraveno tak, aby

byl pozadavek spinén;

faktor asymetrie A vSech ziskanych pikd by se mél pohybovat
od 0,9 do 1,5. (Definice faktoru asymetrie je uvedena na
obrazku 13) Pfi zaznamenadni chromatogramu za ucelem
stanoveni faktoru asymetrie je doporuend rychlost papiru

2 cm/min.
b ] \
A= — : '
a /
:h /
!!
f A\
. 2 b
y ji \ ~____ 3»10

Obrazek 13: Faktor asymetrie piku

— Zakladna musi byt stabilni.
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5. Vypocet

Pro vypocet koncentrace konzervantd v roztoku vzorku se pouZiji poméry
vySek pikG vySetfovanych konzervanti a vyS8ky piku Kkyseliny
2-methoxybenzoové (vnitini standard) a dale kalibratni graf. Obsah
kyseliny benzoové, kyseliny 4-hydroxybenzoové, kyseliny sorbové nebo
kyseliny salicylové ve vzorku v hmotnostnich procentech (x;) se vypocte
pomoci vzorce

% % (m/m) = 100-620-b _ b
10°-a 500-a
kde
a= hmotnost zku$ebniho vzorku (4.1.2) (g),

b= koncentrace konzervantu v extraktu vzorku (4.1.2) (ul/ml) odectena
z kalibracniho grafu.

6. Opakovatelnost

Pro vyrobky obsahujici asi 0,4 % (m/m) kyseliny 4-hydroxybenzoové
nesmi rozdil mezi vysledky dvou paralelnich stanoveni na stejném vzorku
ptekrocit absolutni hodnotu 0,035 %.

Pro vyrobky obsahujici asi 0,5 % (m/m) kyseliny benzoové nesmi rozdil
mezi vysledky dvou paralelnich stanoveni na stejném vzorku ptekrocit
absolutni hodnotu 0,050 %.

Pro vyrobky obsahujici asi 0,5 % (m/m) kyseliny salicylové nesmi
rozdil mezi vysledky dvou paralelnich stanoveni na stejném vzorku
prekrocit absolutni hodnotu 0,045 %.

Pro vyrobky obsahujici asi 0,6 % (m/m) kyseliny sorbové nesmi rozdil

mezi vysledky dvou paralelnich stanoveni na stejném vzorku pfekrocit
absolutni hodnotu 0,035 %.

7. Poznamky

7.1 Vysledky testovani robustnosti metody ukazuji, ¢ mnostvi kyseliny
sirové ptidané do extraktu kyselin ze vzorku je rozhodujici a mnoZstvi
zpracovavaného vzorku by tedy mélo byt v pfedepsaném rozmezi.

7.2 Je-li to Zadouci, 1ze pouZit vhodnou ochrannou kolonu.
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C. KVANTITATIVNI STANOVENI KYSELINY PROPIONOVE
1. Rozsah a oblast pouZiti

Tato metoda je vhodna pro stanoveni kyseliny propionové v kosmetickych
prostfedcich aZ do maximalni koncentrace 2 % (m/m).

2. Definice

Koncentrace kyseliny propionové stanovena touto metodou se vyjadfi
v procentech hmotnosti (% m/m) prostiedku.

3. Princip
Po extrakci kyseliny propionové z prostfedku se kvantitativni stanoveni
provede plynovou chromatografii za pouZiti kyseliny 2-methylpropionové
jako vnitiniho standardu.

4. POUZITE CHEMIKALIE

VSechny pouZité chemikalie musi byt Cistoty p.a. nebo vy$s$i a musi byt
pouZita destilovana voda nebo voda alespoii ekvivalentni &istoty.

4.1 Ethanol, 96% (V/V)

4.2  Kyselina propionova

4.3  Kyselina 2-methylpropionova

4.4  Kyselina trihydrogenfosforeéna, 10% (m/V)
4.5  Roztok kyseliny propionové

Do odmé€mé batiky na 50ml se navazi 1,00 g (p grami) kyseliny
propionové pfesné a doplni se na objem ethanolem (4.1).

4.6 Roztok vnitiniho standardu

Do odmérné bariky na 50 ml se pfesné navazi 1,00 g (e gramil) kyseliny
2-methylpropionové a doplni se na objem ethanolem (4.1).

5. Pristroje a pomicky

5.1 Obvyklé laboratorni vybaveni

5.2 Plynovy chromatograf s plamenovym ionizaénim detektorem
53 Sklen€na zkumavka (20 x 150 mm) se $roubovacim uzavérem

5.4 Vodni lazefi nastavena na 60 °C
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5.5 Sklenéna injekéni stiikacka na 10 ml s filtra¢ni membranou (primér pord
0,45 pm)
6. Postup

6.1 Ptiprava vzorku
6.1.1 Piiprava vzorku bez vnitiniho standardu

Do sklenéné zkumavky (5.3) se navazi asi 1 g vzorku pfesné. Prida se
0,5 ml kyseliny trihydrogenfosfore¢né(4.4) a 9,5 ml ethanolu (4.1).

Zkumavka se uzavie a silné protiepe. Je-li to nezbytné, umisti se
zkumavka na 5 minut na vodni lazeti zahfatou na 60 °C (5.4), aby se zcela
rozpustila tukova faze. Zkumavka se rychle zchladi pod tekouci vodou.
Cast roztoku se zfiltruje ptes membranovy filtr (5.5). Chromatografie
filtratu se provede tentyZ den.

6.1.2 Ptiprava vzorku s vnitinim standardem

Do sklenéné zkumavky (5.3) se s piesnosti na 3 desetinnd mista navazi
1+0,1 g vzorku. Pfida se 0,5 ml kyseliny trihydrogenfosforeéné (4.4),
0,50 ml roztoku vnitiniho standardu a 9 ml ethanolu (4.1).

Zkumavka se uzavie a silné protfepe. Je-li to nezbytné, umisti se
zkumavka na 5 minut na vodni lazefi zahtatou na 60 °C (5.4), aby se zcela
rozpustila tukova faze. Zkumavka se rychle zchladi pod tekouci vodou.
Cast roztoku se zfiltruje pfes membranovy filtr (5.5). Chromatografie
filtratu se provede tentyZ den.

6.2  Podminky pro plynovou chromatografii

Doporucuji se nasledujici provozni podminky

Kolona
Typ nerezova ocel
Délka 2m
Primér 3 mm
Napli 10% SP™ 1000 (nebo ekvivalentni) + 1%
HsPO4 na Chromosorbu WAW 100 — 120
mesh
Teplota
Nastfik 200 °C
Kolona 120 °C

Detektor 200 °C
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Nosny plyn dusik
Pritokova rychlost 25 ml/min
6.3 Chromatografie
6.3.1 Kalibrace

Do fady odmérnych banék na 20 ml se odpipetuje 0,25; 0,50; 1,00; 2,00 a
4,00 ml roztoku kyseliny propionové (4.5). Do kazdé odmémé baiiky se
odpipetuje 1,00 ml roztoku vnitiniho standardu (4.6); doplni se na objem
ethanolem a zamichd. Takto pfipravené roztoky obsahuji kyselinu
2-methylpropionovou jako vnitini standard v koncentraci e mg/ml (to
znamena 1 mg/ml, je-li e=1,000) a kyselinu propionovou v koncentraci
p/4, p/2, p, 2p, 4p mg/ml (to znamena 0,25; 0,50; 1,00; 2,00; 4,00 mg/ml,
je-li p =1,000).

Nastiikne se 1 pl t&chto roztokd a kalibra¢ni kfivka se sestroji vynesenim
pomeéru hmotnosti kyseliny propionové a kyseliny 2-methylpropionové na
osu x a poméru odpovidajicich ploch pikd na osu y.

Nastiiknou se 3 davky z kazdého roztoku a vypodte se primér poméri
ploch piku.

6.3.2 Kvantitativni stanoveni

Nasttikne se 1 pl filtratu vzorku 6.1.1. Chromatogram se porovna
s chromatogramem jednoho ze standardnich roztokt (6.3.1). Ma-1i pik
pfiblizng stejny retenéni Cas jako pik kyseliny 2-methylpropionové, zméni
se vnitini standard. Neni-li pozorovan Zadny rusivy vliv, nastiikne se 1 pl
filtratu vzorku 6.1.2 a zméfi se plochy piku kyseliny propionové a piku
vnitiniho standardu.

Nastiiknou se 3 davky z kazdého roztoku a vypodéte se primér poméri

ploch piku.
7. Vypocéty
7.1 Z kalibracni kfivky sestrojené podle bodu 6.3.1 se odelte pomér
hmotnosti (K), ktery odpovida poméru ploch piki vypoétenému v bodé
6.3.2.
7.2 Z takto ziskaného poméru hmotnosti se vypocte obsah kyseliny
propionové ve vzorku (x) v hmotnostnich procentech pomoci vzorce
0,5-100-¢ €
x% (m/m)= K———=K-
50-a a

kde

K= pomér vypoéteny v bodé 7.1,



Castka 172 Sbirka zikont & 494 / 2005 Strana 9767

37.

A.

1.

3.1

32

33

34

e= hmotnost vnitiniho standardu v g podle bodu 4.6,
a= hmotnost vzorku v g podle bodu 6.1.2.
Vysledky se zaokrouhli na jedno desetinné misto.
Opakovatelnost
Pro vyrobky obsahujici asi 2 % (m/m) kyseliny propionové nesmi rozdil

mezi vysledky dvou paralelnich stanoveni na stejném vzorku piekrocit
absolutni hodnotu 0,12 %.

KVALITATIVNI A KVANTITATIVNI STANOVENI HYDROCHINONU,
HYDROCHINON-MONOMETHYLETHERU, HYDROCHINON-
MONOETHYLETHERU A HYDROCHINON- MONOBENZYLETHERU
V KOSMETICKYCH PROSTREDCICH

KVALITATIVNI STANOVEN]
Rozsah a oblast pouZziti

V metodé je popsina detekce a kvalitativni stanoveni hydrochinonu,
hydrochinon-monomethyletheru, hydrochinon-monoethyletheru a
hydrochinon-monobenzyletheru (monobenzonu) v kosmetickych
prostfedcich pro zesvétleni ktuiZe.

Podstata metody

Kvalitativni stanoveni hydrochinonu a jeho etheri se provede
chromatografii na tenké vrstvé (TLC).

POUZITE CHEMIKALIE
Vsechny pouzité chemikalie musi byt istoty p.a. nebo vyssi
Ethanol, 96% (V/V)
Chloroform
Diethylether
Mobilni faze:

Chloroform/diethylether, 66:33 (V/V)
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3.5  Amoniak, 25% (m/m) (d3° = 0,91 g/ml)

3.6  Kyselina askorbova

3.7  Hydrochinon

3.8  Hydrochinon-monomethylether

3.9  Hydrochinon-monoethylether

3.10 Hydrochinon-monobenzylether (monobenzon)
3.11 Standardni roztoky

Naésledujici standardni roztoky se piipravuji Cerstvé a jsou stabilni jeden
den.

3.11.1 Do délené zkumavky na 10 ml se navazi 0,05 g hydrochinonu (3.7). Pfida
se 0,250 g kyseliny askorbové (3.6) a 5 ml ethanolu (3.1). Pfidava se
amoniak (3.5), dokud neni dosaZeno pH 10, a doplni se ethanolem na
objem 10 ml (3.1).

3.11.2 Do délené zkumavky na 10ml se navazi 0,05g hydrochinon-
monomethyletheru (3.8). Pfid4 se 0,250 g kyseliny askorbové (3.6) a 5 ml
ethanolu (3.1). Pfidava se amoniak (3.5), dokud neni dosazeno pH 10, a
doplni se ethanolem na objem 10 ml (3.1).

3.11.3 Do délené zkumavky na 10ml se navazi 0,05g hydrochinon-
monoethyletheru (3.9). Piida se 0,250 g kyseliny askorbové (3.6) a 5 ml
ethanolu (3.1). Pfiddva se amoniak (3.5), dokud neni dosaZzeno pH 10, a
doplni se ethanolem na objem 10 ml (3.1).

3.11.4 Do délené zkumavky na 10ml se navazi 0,05g hydrochinon-
monobenzyletheru (3.10). Pfid4d se 0,250 g kyseliny askorbové (3.6) a
5ml ethanolu (3.1). Ptidavd se amoniak (3.5), dokud neni dosaZeno
pH 10, a doplni se ethanolem na objem 10 ml (3.1).

3.12 Dusiénan stiibrny

3.13 Kyselina 12-molybdofosforecna
3.14 KyanoZelezitan draselny hexahydrat
3.15 Chlorid Zelezity hexahydrat

3.16 Detek¢ni Cinidla

3.16.1 Do 5% vodného roztoku (m/V) dusi¢nanu stfibrného (3.12) se pridava
amoniak (3.5), dokud se tvofici se sraZenina opét nerozpusti.
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3.16.2

3.16.3

4.1

42

4.3
4.4

4.5

5.1

5.2
5.2.1

522

523
5.3

5.3.1

Upozornéni:

Pfi del$im stani se v roztoku tvofi vybusné slouceniny a mél by byt po
pouziti zlikvidovan.

10% (m/V) roztok kyseliny 12-molybdofosfore¢né (3.13) v ethanolu (3.1).
Pfipravi se 1 % (m/V) vodny roztok kyanoZelezitanu draselného (3.14) a
2% (m/V) vodny roztoku chloridu Zelezitého (3.15). Tésné pied pouZitim
se smichaji stejné dily obou roztokd.

Pristroje a pomiicky
Obvyklé laboratorni vybaveni, a

Obvyklé vybaveni pro chromatografii na tenké vrstvé

Hotove TLC desky: silikagel GHR/UV,s4; 20 x 20 cm (Machery, Nagel
nebo ekvivalentni). Tloustka vrstvy 0,25 mm.

Ultrazvukova lazen
Odsttedivka

UV lampa, 254 nm
Postup

Pfiprava vzorku

Do dé€lené zkumavky na 10 ml se navazi 3,0 g vzorku. Pfid4 se 0,250 g
kyseliny askorbové (3.6) a 5ml ethanolu (3.1). pH roztoku se upravi
amoniakem (3.5) na 10. Objem se doplni ethanolem (3.1) na 10 ml.
Zkumavka se uzavie zatkou a homogenizuje se 10 minut v ultrazvukové
lazni. Zfiltruje se pfes filtrani papir nebo se odstiedi pfi 3 000 ot./min.

Chromatografie na tenké vrstvé (TLC)
Chromatograficka komora se nasyti mobilni fazi (3.4).

Na desku se nanese po 2 pl standardnich roztokd (3.11) a 2 ul roztoku
vzorku (5.1). Vyviji se ve tme pii teplot® okoli, dokud &elo rozpoustédla
nedoséhne vzdalenosti 15 cm od startu.

Deska se vyjme, necha se vyschnout pfi laboratorni teplotg.
Detekce

Deska se pozoruje pod UV svétem pii 254 nm a poloha skvrn se oznadi.

5.3.2 Deska se postiika

— dusi¢nanem stiibrnym (3.16.1), nebo
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—  kyselinou 12-molybdofosforeénou (3.16.2); zahfeje se na asi
120 °C; nebo

—  roztokem kyanoZelezitanu draselného a roztokem chloridu
Zelezitého (3.16.3).

6. Kvalitativni stanoveni
Spocita se hodnota Ry kazdé skvrny.

Skvrny ziskané pro roztok vzorku se porovnaji se skvrnami ziskanymi pro
standardni roztoky, pokud jde o jejich hodnoty Ry, barvu skvin v UV
svétle a barvu skvrn po zviditelnéni detekénim ¢inidlem.

Provede se vysokou¢inna kapalinova chromatografie —popsana
v nésledujicim oddilu (B) a porovnaji se retenéni Casy ziskané pro pik

(piky) vzorku s retenénimi ¢asy pikid referen¢nich roztoka.

Vysledky z TLC a HPLC se zkombinuji s cﬂem dokazat pritomnost
hydrochinonu a/nebo jeho etherd.

7. Poznamky

Za uvedenych podminek byly pozorovany nasledujici hodnoty Ry:

hydrochinon: 0,32
hydrochinon-monomethylether: 0,53
hydrochinon-monoethylether: 0,55
hydrochinon-monobenzylether: 0,58

B. KVANTITATIVNI STANOVENI
1. Rozsah a oblast pouZiti

V metodé je specifikovan postup pro stanoveni hydrochinonu,
hydrochinon-monomethyletheru, hydrochinon-monoethyletheru a
hydrochinon-monobenzyletheru v kosmetickych  prostfedcich  pro
zesvétleni pleti.

2. Princip

Vzorek je extrahovan smési voda/methanol za mirmého zahtati, kterym se
rozpusti tukovy material. Kvantitativni stanoveni analytii ve vysledném
roztoku se provede kapalinovou chromatografii s obracenou fazi s UV
detekeci.



Castka 172 Sbirka zikont & 494 / 2005 Strana 9771

3. POUZITE CHEMIKALIE

3.1 Viechny pouzité chemikalie musi byt {istoty p.a. nebo vy$§i. Musi byt
pouZita destilovana voda nebo voda alespori ekvivalentni Cistoty.

3.2 Methanol

3.3 Hydrochinon

3.4  Hydrochinon-monomethylether

3.5  Hydrochinon-monoethylether

3.6  Hydrochinon-monobenzylether (monobenzon)
3.7  Tetrahydrofuran, ¢istoty pro HPLC

3.8 Smeés voda/methanol 1:1 (V/V). Smicha se jeden dil vody a jeden dil
methanolu (3.2).

3.9 Mobilni faze: smés tetrahydrofuran/voda 45:55 (V/V). Smicha se 45 dild
tetrahydrofuranu (3.7) a 55 dild vody.

3.10 Standardni roztok

Do odmémé bariky na 50 ml se navazi 0,06 g hydrochinonu (3.3), 0,08 g
hydrochinon-monomethyletheru (3.4), 0,10 g hydrochinon-
monoethyletheru (3.5) a 0,12 g hydrochinon-monobenzyletheru (3.6).
Rozpusti se a doplni se na objem methanolem (3.2). Standardni roztok se
ptipravi zfedénim 10,00 ml tohoto roztoku na 50,00ml smési
voda/methanol (3.8). Tyto roztoky se pfipravuji Cerstvé.

4. Piistroje a pomiicky
Obvyklé laboratorni vybaveni
4.1  Vodni lazei nastavitelna na teplotu 60 °C

4.2 Chromatograf pro vysokou¢innou kapalinovou chromatografii s UV
detektorem s nastavitelnou vinovou délkou a 10ul nastfikovaci smy¢kou

4.3  Analyticka kolona:

Chromatograficka kolona z nerezové oceli, délka 250 mm, vnitini primér
4,6 mm, plnéna Zorbax fenylem (chemicky vdzanym fenethylsilanem na
Zorbaxu SIL, uzaviena trimethylchlorsilanem), velikost ¢astic 6 um, nebo
ekvivalentni naplni. NepouZiva se ochranna kolona, s vyjimkou fenylové
kolony nebo kolony s ekvivalentni naplni.

4.4 Filtracni papir, primér 90 mm, Schleicher and Schiill, Weissband No
5892 nebo ekvivalentni
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5. Postup
5.1 Ptiprava vzorku

Do odmémé bariky na 50 ml se s pfesnosti na tfi desetinnid mista navazi
1+0,1g (agramti) vzorku. Vzorek se rozptyli ve 25ml smési
voda/methanol (3.8). Baiika se uzavie a silné se protiepe, dokud se
nevytvoii homogenni suspenze. Protfepava se alesponl 1 minutu. Barlka se
umisti do vodni 14zn€ (4.1) nastavené na 60 °C, aby se usnadnila extrakce.
Baiika se ochladi a doplni se na objem smési voda/methanol (3.8). Extrakt
se zfiltruje pfes filtra¢ni papir (4.4). Kvalitativni stanoveni HPLC se
provede do 24 hodin od pfipravy extraktu.

5.2 Vysokoucinna kapalinova chromatografie

5.2.1 Priitokova rychlost mobilni faze (3.9) se upravi na 1,0 ml/min a vlnové
délka detektoru se nastavi na 295 nm.

522 Nasttikne se 10 pl roztoku vzorku ziskaného podle bodu 5.1 a zaznamena
se chromatogram. Zméfi se plochy pikid. Provede se kalibrace podle bodu
5.2.3. Porovnaji se chromatogramy ziskané pro vzorek a standardni
roztoky. Pro vypocet koncentrace analytu v roztoku vzorku se pouZiji
plochy piki a faktory odezvy (RF) vypoétené podle 5.2.3.

5.2.3 Kalibrace

Nastfikne se 10 pl standardniho roztoku (3.10) a zaznameni se
chromatogram. Nastiik se provede né&kolikrat, dokud neni plocha piku

konstantni.
Stanovi se faktor odezvy RF;:
RF,= 2i
G
kde

pi= plocha piku pro hydrochinon, hydrochinon-monomethylether,
hydrochinon- monoethylether nebo hydrochinon- monobenzylether

koncentrace hydrochinonu, hydrochinon-monomethyletheru,
hydrochinon- monoethyletheru nebo hydrochinon-
monobenzyletheru v standardnim roztoku (3.10) (g/50 ml).

Ci

Je tfeba ovéfit, zda chromatogramy ziskané pro standardni roztok a roztok
vzorku spliluji nasledujici poZadavky:

— rozlideni piki nejhiife odd&leného péru je alespoii 0,90. (Definice
rozliSeni piki je uvedena na obrazku 14);
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Obrazek 14: RozliSeni pikd

Neni-li poZadovaného rozliSeni dosaZzeno, méla by byt bud pouZita
ucinné&jsi kolona nebo by mélo byt sloZeni mobilni faze upraveno tak, aby
byl poZadavek splnén;

— faktor asymetrie As v8ech ziskanych pikd by se mél pohybovat
od 0,9 do 1,5. (Definice faktoru asymetrie je uvedena na
obrazku 15) Pfi zaznamenani chromatogramu za tcéelem
stanoveni  faktoru asymetrie je doporucend rychlost
zaznamenavani 2 cm/min.

N

. e e v vn .-

SO L T e

Obrazek 15: Faktor asymetrie piku

— Zékladna musi byt stabilni.
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6. Vypocet

Pro vypodet koncentrace analytu (koncentraci analytl) ve vzorku se
pouziji plochy pikli analyti. Koncentrace analytu ve vzorku vyjadfend
v hmotnostnich procentech (x:) se vypocte pomoci vzorce

Xi % (m/m) = %F_I_W

1

kde
a= hmotnost vzorku v g,
b= plocha piku analytu i ve vzorku.

7. Opakovatelnost

7.1 Pro vyrobky obsahujici asi 2 % (m/m) hydrochinonu nesmi rozdil mezi
vysledky dvou paralelnich stanoveni na stejném vzorku piekrocit
absolutni hodnotu 0,13 %.

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

7.3 Pro vyrobky obsahujici asi 1% (m/m) hydrochinon-monoethyletheru
nesmi rozdil mezi vysledky dvou paralelnich stanoveni na stejném vzorku
piekrocit absolutni hodnotu 0,11%.

7.4 Pro vyrobky obsahujici asi 1 % (m/m) hydrochinon-monobenzyletheru
nesmi rozdil mezi vysledky dvou paralelnich stanoveni na stejném vzorku
piekrocit absolutni hodnotu 0,11%.

8. Reprodukovatelnost

8.1 Pro vyrobky obsahujici asi 2 % (m/m) hydrochinonu nesmi absolutni
hodnota rozdilu mezi vysledky dvou paralelnich stanoveni na stejném
vzorku provedenych stejnou metodou za rdznych podminek (rizné
laboratote, riizni experimentatofi, rizné pfistroje a/nebo rizna doba),
piekrocit absolutni hodnotu 0,37 %.

8.2 Pro vyrobky obsahujici asi 1 % (m/m) hydrochinon-monomethyletheru
nesmi absolutni hodnota rozdilu mezi vysledky dvou paralelnich
stanoveni na stejném vzorku, provedenych stejnou metodou za riiznych
podminek (rtizné laboratofe, rizni experimentatofi, rizné pfistroje a/nebo

rizna doba), piekrodit absolutni hodnotu 0,21 %.

8.3 Pro vyrobky obsahujici asi 1% (m/m) hydrochinon-monoethyletheru
nesmi absolutni hodnota rozdilu mezi vysledky dvou paralelnich
stanoveni na stejném vzorku, za rliznych podminek (rizné laboratoie,
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rizni experimentatofi, rdzné pfistroje a/nebo rizna doba), piekrodit

absolutni hodnotu 0,19%.

8.4 Pro vyrobky obsahujici asi 1% (m/m) hydrochinon-monobenzyletheru
nesmi absolutni hodnota rozdilu mezi vysledky dvou paralelnich
stanoveni na stejném vzorku, provedenych stejnou metodou za riiznych
podminek (rizné laboratofe, riizni experimentatofi, rizné pfistroje a/nebo
riizna doba), piekrocit absolutni hodnotu 0,11%.

9. Poznamky

9.1 Je-li zjistén obsah hydrochinonu vyrazn& vyssi nez 2 % a je poZadovan
ptesny odhad obsahu, mél by se extrakt vzorku (5.1) zfedit na podobnou
koncentraci, kterou by mél vzorek obsahujici 2 % hydrochinonu, a
stanoveni se opakuje.

(U n&kterych piistrojii miZe pii vysokych koncentracich hydrochinonu
leZet hodnota absorbance mimo linearni rozsah detektoru.)

9.2  Rusivé vlivy
Vyse popsanid metoda umoZiluje stanoveni hydrochinonu a jeho ethert
vjednom izokratickém prib&hu. PouZiti fenylové kolony zajisti

dostateénou retenci hydrochinonu, kterou nelze zajistit pfi pouZiti kolony
C18 s uvedenou mobilni fazi.

U této metody viak snadno dochazi k ruSivému vlivu celé fady parabent.
V takovém piipadé by stanoveni mé&lo byt zopakovano s jinym systémem
mobilni faze/stacionarni faze. Vhodné metody lze najit v odkazech:

»Magnesium as modlfler for the determination of baryum by flame atomic
emission spectrometry“. Jerrow M. et al., Analytical proceedings, 1991,
28, 40.

M. Herpol-Borremans et. M.-O. Masse, Identification et dosage de
I hydro -quinone et de ses éthers méthylique et benzylique dans les produits
cosmétiques pour blanchir la peau. Int. J. Cosmet. Sci. 8-203-214 (1986).
Kolona:Zorbax ODS, 4,6 mm % 25 mm nebo ekvivalentni:
teplota: 36 °C
pritok: 1,5 ml/min
mobilni faze:
pro hydrochinon: methanol/voda 5/95 (V/V)
pro hydrochinon-monomethylether: methanol/voda 30/70 (V/V)
pro hydrochinon-monobenzylether: methanol/voda 80/20(V/V).
Kolona: Spherisorb S5-ODS nebo ekvivalentni:

mobilni faze: voda/methanol 90/10 (V/V)
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38.

3.1

pratok: 1,5 ml/min

Tyto podminky jsou vhodné pro hydrochinon (J. Firth and I. Rix,
Determination of hydroquinone in skin toning creams, Analyst (1986), 111, p. 129).

KVALITATIVNI A KVANTITATIVNI STANOVENI
2-FENOXYETHANOLU,  1-FENOXYPROPAN-2-OLU, = METHYL-,
ETHYL-, PROPYL-, BUTYL- A BENZYL-4-HYDROXYBENZOATU
V KOSMETICKYCH PROSTREDCICH

KVALITATIVNI STANOVENI
Rozsah a oblast pouZziti

V této metodé je specifikovan postup chromatografie na tenké vrstve,
ktery v kombinaci s metodou kvantitativniho stanoveni, popsanou v
oddilu B, umozZni identifikaci 2-fenoxyethanolu, 1-fenoxypropan-2-olu,
methyl-4-hydroxybenzoatu, ethyl-4-hydroxybenzoatu,
propyl-4-hydroxybenzoatu, butyl-4-hydroxybenzoatu a
benzyl-4-hydroxybenzoatu v kosmetickych prostiedcich.

Princip

Konzervacni pfisady se extrahuji z okyselenych vzorkd kosmetickych
prostfedkli acetonem. Po filtraci se acetonovy roztok smichd s vodou a
mastné kyseliny se v alkalickém prostiedi vysrédZeji jako vépenaté soli.
Alkalickd smeés aceton/voda je extrahovana diethyletherem, ¢imZ se
odstrani lipofilni latky. Po okyseleni se konzerva¢ni pfisady extrahuji
diethyletherem. Alikvotni ¢ast diethyletherového extraktu se nanese na
desku pokrytou tenkou vrstvou silikagelu. Po vyvijeni se ziskany
chromatogram pozoruje v UV svétle a zviditelni se za pouZiti Millonova
¢inidla.

POUZITE CHEMIKALIE
Vieobecné

VSechny pouzité chemikalie musi byt Cistoty p.a. nebo vyssi Musi byt
pouzita destilovana voda nebo voda alespori stejné &istoty.
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32 Aceton

3.3 Diethylether

3.4  n-Pentan

3.5  Methanol

3.6 Kyselina octova, ledova

3.7 Roztok kyseliny chlorovodikové, 4 mol/l
3.8 Roztok hydroxidu draselného, 4 mol/l
39 Chlorid vapenaty dihydrat (CaCl,-2H,0)
3.10 Detekeni ¢inidlo: Millonovo €inidlo

Millonovo ¢inidlo (dusiénan rtutnaty) je komeréné dostupny roztok
(Fluka 69820).

3.11 2-Fenoxyethanol

3.12 1-Fenoxy-propan-2-ol

3.13 Methyl-4-hydroxybenzoat (methylparaben)
3.14 Ethyl-4-hydroxybenzoat (ethylparaben)

3.15 n-Propyl-4-hydroxybenzoat (propylparaben)
3.16 n-Butyl-4-hydroxybenzoat (butylparaben)
3.17 Benzyl-4-hydroxybenzoat (benzylparaben)
3.18 Standardni roztoky

Pfipravi se 0,1% (m/V) roztoky kazdé z referen¢nich latek 3.11, 3.12,
3.13, 3.14, 3.15, 3.16 a 3.17 v methanolu.

3.19 Mobilni faze
Smicha se 88 dilii n-pentanu (3.4) s 12 dily ledové kyseliny octové (3.6).
4 Piistroje a pomiicky
BézZné laboratorni vybaveni a
4.1 Vodni lazei nastavitelnd na teplotu 60 °C
4.2  Vyvijeci komora (nevyloZena filtraénim papirem)

4.3  Zdroj ultrafialového svétla, 254 nm
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4.4

4.5
4.6

4.7

4.8

4.9

5.1

Hotové desky 20cm x 20 cm se sorb¢éni vrstvou: silikagel 60F;s4
(fluorescenéni indikator), tloustka vrstvy: 0,25 mm, s koncentra¢ni zénou
25 x 200 mm (Merck No 11798, Darmstadt, nebo ekvivalentni)

SuSarna nastavitelna na teplotu az do 105 °C
Horkovzdusny fén

VInény malifsky valedek o délce pfiblizné 10 cm, vné&j§i primér piiblizné
3,5 cm. Vinéna vrstva by méla byt 2 aZ 3 mm silna. Podle potieby se vina
zastfihne.

Viz poznamka v bodé 5.2.
Erlenmeyerovy bariky na 50 a 200 ml, se zabrusovou zatkou

Elektricka topna deska s termostatem. Nastaveni teploty: asi 80 °C. Topna
deska se pokryje hlinikovou deskou o velikosti 20 cm % 20 c¢m a tlousSt'ce
asi 6 mm, ¢imZ se dosahne rovnomérného rozloZeni tepla.

Postup
Ptiprava vzorku

Do Erlenmeyerovy bariky na 50 ml se zédbrusovou zatkou (4.8.) se odvazi
piiblizn€é 1g vzorku. Pridaji se &tyfi kapky roztoku kyseliny
chlorovodikové (3.7) a 40 ml acetonu.

V piipad€ siln€ zéasaditych kosmetickych pfipravki, jako je toaletni
mydlo, se piida 20 kapek roztoku kyseliny chlorovodikové. Barika se
uzavie, smés se zlehka zahfeje na asi 60 °C, aby se usnadnila extrakce
konzervacnich latek do acetonové faze, a 1 minutu se silné tfepe.

Indikatorovym papirkem se zmé&ti pH roztoku a upravi se na hodnotu <3
roztokem kyseliny chlorovodikové. Znovu se 1 minutu silné tiepe.

Roztok se ochladi na laboratorni teplotu a zfiltruje se pies filtraéni papir
do Erlenmeyerovy bariky. 20 ml filtratu se pfevede do Erlenmeyerovy
bariky na 200 ml, ptida se 60 ml vody a promicha. Hodnota pH smési se
upravi hydroxidem draselnym (3.8.) pfiblizn€ na 10 za pouzZiti
indikatorového papirku.

Pfida se 1 g chloridu vapenatého dihydrétu (3.9) a silné se protiepe.

Roztok se zfiltruje pres filtra¢ni papir do délici nalevky na 250 ml, ktera
obsahuje 75 ml diethyletheru, a silné se 1 minutu protfepava. Faze se
nechaji oddélit a vodna faze se vypusti do Erlenmeyerovy baiiky na
200 ml. Hodnota pH roztoku se upravi roztokem kyseliny chlorovodikové
na pfiblizn€ 2 za pouZiti indikatorového papirku. Poté se ptidd 10 ml
diethyletheru a siln¢ se 1 minutu protfepava. Faze se nechaji oddélit a asi
2 ml faze diethyletheru se pfevede do vzorkovaci lahvié¢ky na 5 ml.
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5.2 Chromatografie na tenké vrstvé (TLC)

TLC deska se umisti na zahfatou hlinikovou desku (4.9.) Na startovni linii
koncentraéni zény TLC desky se nanese 10 pl kazdého z referen¢nich
roztoki a 100 pl roztoku vzorku (vzorkd) (5.1).

Podle potieby lze podpofit odpafeni rozpoustédla proudem vzduchu. TLC
deska se odstrani z topné desky a nechd se vychladnout na laboratorni
teplotu. Vyvijeci komora (4.2) se naplni 100 ml mobilni fazi (3.19).

TLC deska se ihned vloZi do nenasycené komory a vyviji se pii
laboratorni teploté, dokud &elo rozpoustédla nepostoupi asi 15 cm od
zékladni linie. Deska se z vyvijeci komory vyjme a vysu$i v proudu
horkého vzduchu pomoci horkovzdu$ného fénu.

Deska se prohlédne v UV svétle (4.3) a pozice skvin se vyznaci. Deska se
zahtiva 30 minut v su$amé (4.5) pfi 100 °C, aby se odstranila nadbytena
kyselina octova. Konzervaéni piisady v chromatogramu se zviditelni
Millonovym ¢inidlem (3.10) tak, Ze valeckem (4.7) namocenym do ¢inidla
se TLC deska pfejede tak, aby byla rovnomémeé navlh€ena.

Pozndmka: Skvrny lze rovnéZ zviditelnit opatrnym nanesenim kapky
Millonova ¢inidla na kaZzdou skvrmu oznac¢enou pod UV svétlem.

Estery kyseliny 4-hydroxybenzoové se projevi jako cervené skvrmy,
2-fenoxyethanol a 1-fenoxypropan-2-ol jako Zluté skvrny. Je vSak tfeba
davat pozor na to, Ze Kkyselina 4-hydroxybenzoova, kterda miZe byt
pfitomna ve vzorcich jako konzervacni latka nebo produkt rozkladu
parabenti, se sama o sobé projevi jako ervend skvrna. Viz 7.3 a 7.4.

6. Kvalitativni stanoveni

Pro kazdou skvrnu se vypo¢te hodnota Ry Skvrny ziskané z roztoku
vzorku se porovnaji se skvrnami ziskanymi z referen¢nich roztoki, pokud
jde o jejich hodnoty Ry jejich chovani v UV svétle a barvu po
zviditelnéni. U¢ini se pfedb&Zné zaveéry o identit€ konzervanti.

Pokud se zda, Ze jsou pfitomny parabeny, provede se analyza
vysokoucinnou kapalinovou chromatografii (HPLC) popsanou v oddilu B.
Vysledky chromatografie na tenké wvrstvé (TLC) a vysokoudinné
kapalinové chromatografie (HPLC) se zkombinuji, aby se potvrdila
ptitomnost 2-fenoxyethanolu, 1-fenoxypropan-2-olu a paraben.

7. Poznamky

7.1 Vzhledem k toxicit¢ Millonova ¢inidla je nejvhodnéj§i aplikovat toto
¢inidlo jednim z popsanych zpisobi. Postfik se nedoporuduje.

7.2 Jiné slouceniny obsahujici hydroxylové skupiny mohou rovnéz pii reakci
s Millonovym ¢inidlem davat zbarveni. Tabulka barev a hodnot Rg
ziskanych pro fadu konzervantli pouZitim chromatografie na tenké vrstvé
je uvedena v praci N. de Kruijf, M.A.H. Rijk, L.A. Pranato-Soetardhi a
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7.3

7.4

B.

1.

2.

A. Schouten (1987): Determination of preservatives in cosmetic
products I: Thin-layer chromatographic procedure for the identification of
preservatives in cosmetic products (J. Chromatography 410, 395-411).

Hodnoty Rr uvedené v nasledujici tabulce slouZi jako ukazatele hodnot,
které 1ze ziskat:

Slou¢enina hR¢ Barva
Kyselina 4-hydroxybenzoova 11 Cervena
Methylparaben 12 Cervena
Ethylparaben 17 Cervena
Propylparaben 21 cervena
Butylparaben 26 cervena
Benzylparaben 16 Cervena
2-fenoxyethanol 29 Zluta
1-fenoxypropan-2-ol 50 Zluta

V pfipad€ kyseliny 4-hydroxybenzoové a methylparabenu a ani v piipadé
benzylparabenu a ethylparabenu nedochazi k oddéleni. Kvalitativni
stanoveni téchto sloudenin by mélo byt potvrzeno metodou HPLC
popsanou v oddilu B a porovnanim retenénich ¢asi vzorku s retenénimi
Casy standardd.

KVANTITATIVNI STANOVENTI

Rozsah a oblast pouZiti

V této metod€ je specifikovan postup pro stanoveni 2-fenoxyethanolu,
1-fenoxypropan-2-olu, methyl-4-hydroxybenzoétu,
ethyl-4-hydroxybenzoatu, propyl-4-hydroxybenzoéatu,
butyl-4-hydroxybenzoatu a benzyl-4-hydroxybenzoatu v kosmetickych
prostiedcich.

Definice

Mnozstvi konzervaénich piisad stanovend touto metodou se vyjadi
v hmotnostnich procentech.
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3.

4.1

4.2
43
44
4.5
4.6
4.7
4.8
4.9
4.10
4.11
4.12
4.13
4.14

4.15

4.16

Princip

Vzorek se okyseli pfidanim kyseliny sirové a poté se suspenduje ve smési
ethanolu a vody. Smés se opatrné zahfeje do rozpusténi tukové faze, aby

se zajistila kvantitativni extrakce, a poté se zfiltruje.

Konzervaéni latky ve filtritu se stanovi vysokoudinnou kapalinovou

chromatografii (HPLC) s obracenou
isopropyl-4-hydroxybenzoéatu jako vnitiniho standardu.

POUZITE CHEMIKALIE

V3eobecné

pouZziti

Vsechny pouzité chemikalie musi byt istoty p.a. nebo vys§i a podle
potieby musi byt vhodna pro HPLC. Musi byt pouzita destilovana voda

nebo voda alespori stejné Cistoty.
Ethanol, absolutni
2-Fenoxyethanol
1-Fenoxypropan-2-ol
Methyl-4-hydroxybenzoat (methylparaben)
Ethyl-4-hydroxybenzoat (ethylparaben)
n-Propyl-4-hydroxybenzoat (propylparaben)
Isopropyl-4-hydroxybenzoét (isopropylparaben)
n-Butyl-4-hydroxybenzoat (butylparaben)
Benzyl-4-hydroxybenzoat (benzylparaben)
Tetrahydrofuran
Methanol
Acetonitril
Roztok kyseliny sirové , 2 mol/l

Smeés ethanol/voda

Smicha se devét dilii ethanolu (4.2) a jeden dil vody.

Roztok vnitiniho standardu

Navazi se pfiblizné€ 0,25 g isopropylparabenu (4.8) piesn€, pfevede se do
odmémé banky na 500 ml, rozpusti se a doplni se na objem smési

ethanol/voda (4.15).
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4.17

4.18

4.19

5.1
52
53

5.4

5.5

6.1

6.1.1

Mobilni fize: smés tetrahydrofuran/voda/methanol/acetonitril

Smicha se 5dila tetrahydrofuranu, 60 dild vody, 10 dild methanolu a
25 dild acetonitrilu.

Zasobni roztok standardf
Do odmémné baiky na 100ml se pfesné navazi piibliZzné 0,2 g
2-fenoxyethanolu, 0,2 g 1-fenoxypropan-2-olu, 0,05 g methylparabenu,
0,05 g ethylparabenu, 0,05 g propylparabenu, 0,05 g butylparabenu a
0,025 g benzylparabenu, rozpusti se a doplni se na objem smési
ethanol/voda.
Roztok se uchovava v lednicce a je stabilni 1 tyden.

Standardni roztoky konzervaénich pfisad

Do odmémych ban€k na 50 ml se ze zasobniho roztoku (4.18) pfevede
20,00 ml, 10,00 ml, 5,00 ml, 2,00 ml a 1,00 ml. Do kazdé bariky se ptida
10,00 ml roztoku vnitfniho standardu (4.16) a 1,0 ml roztoku kyseliny
sirové (4.14) a doplni se na objem smési ethanol/voda. Tyto roztoky se
piipravuji vzdy Cerstvé.

Piistroje a pomiicky
Obvyklé laboratorni vybaveni a
Vodni lazen nastavitelna na teplotu 60 °C £ 1 °C
HPLC chromatograf s UV detektorem, vinova délka 280 nm
Analytické kolona:

Nerezova ocel, délka 25 cm, vnitini primér 4,6 mm, (nebo délka 12,5 cm
a vnitini primér 4,6 mm), naplnénd Nucleosilem 5C18 nebo
ekvivalentnim (viz 10.1).

Erlenmeyerovy bariky na 100 ml, se zabrusovou zatkou

Varné kaminky, karborundum, velikost 2 az 4 mm, nebo ekvivalentni

Postup
Pfiprava vzorku
Ptiprava vzorku bez pfidani vnitiniho standardu

Do Erlenmeyerov bariky na 100 ml se zabrusovou zatkou se odvazi asi
1,0 g vzorku pifesné. Do bariky se pipetou piida 1,0 ml roztoku kyseliny
sirové (4.14) a 50,0 ml smési ethanol/voda (4.15). Pfida se pfiblizné 1 g
varnych kaminkid (5.5), bailkka se uzavie a silné¢ se protfepe, dokud
nevznikne homogenni suspenze. Protfepava se alespoii 1 minutu. Batika
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se vlozi na 5 minut do vodni 1azn€ (5.1) o teploté 60 °C + 1°C, aby se
podpotila extrakce konzervanti do ethanolové faze.

Baiika se ihned ochladi pod proudem studené vody a extrakt se uloZi na

jednu hodinu do ledniéky. Extrakt se zfiltruje ptes filtra¢ni papir. Asi 2 ml
filtratu se pfevedou do 5 ml vzorkovaci lahvi¢ky. Extrakty se uloZi do

chladnic¢ky a stanoveni metodou HPLC se provede do 24 hodin.
6.1.2 Ptiprava vzorkd véetné€ pfidani vnitiniho standardu

Do Erlenmeyerov baiiky na 100 ml se zébrusovou zatkou se s pfesnosti na
tfi desetinna mista odvazi 1,0 g + 0,1 g vzorku.

Do bariky se pipetou piida 1,0 ml roztoku kyseliny sirové (4.14) a 40,0 ml
smési ethanol/voda (4.15). Ptida se pfiblizné 1 g varnych kaminki (5.5) a
pfesné€ 10,00 ml roztoku vnitinitho standardu. Barika se uzavie a silng se
protiepe, dokud nevznikne homogenni suspenze. Protfepava se alespoi 1
minutu. Barika se vlozi na 5 minut do vodni lazné (5.1) o teploté
60 °C £ 1°C, aby se podpotila extrakce konzervantii do ethanolové faze.

Barika se ihned ochladi pod proudem studené vody a extrakt se ulozi na
jednu hodinu do chladnicky. Extrakt se zfiltruje ptes filtraéni papir.

Asi 2ml filtratu se pfevedou do S ml vzorkovaci lahviky (zkuSebni
roztok). Extrakt se uloZi do chladni¢ky a stanoveni metodou HPLC se
provede do 24 hodin.

6.2  Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC)
6.2.1 Chromatografické podminky

— Mobilni faze: smés tetrahydrofuran/voda/methanol/acetonitril
(4.17)

— Pritokova rychlost: 1,5 ml/min
— Detekéni vlnova délka: 280 nm
6.2.2 Kalibrace

Nasttikne se 10 pl kazdého ze standardnich roztokd konzervanti (4.19).
Ze ziskanych chromatogrami se stanovi pomér vySek piki standardnich
roztokl konzervantd k piku vnitfniho standardu. Pro kaZdy konzervant se
sestroji kfivka zavislosti téchto poméri na koncentraci standardnich
roztok.

6.2.3 Stanoveni

Do chromatogafu se nastiikne 10 ul roztoku vzorku bez vnitiniho
standardu (6.1.1) a zaznamena se chromatogram.



Strana 9784 Sbirka zikont & 494 / 2005 Castka 172

Nasttikne se 10 pl jednoho ze standardnich roztokli konzervanti (4.19) a
zaznamena se chromatogram. Ziskané chromatogramy se porovnaji.

Neni-li v chromatogramu extraktu vzorku (6.1.1) pfitomen pik s pfiblizné
stejnym retenénim &asem, jako je retenéni €as piku isopropylparabenu
(doporuceny vnitini standard), pokracuje s¢ nastfiknutim 10 pul roztoku
vzorku s vnitinim standardem (6.1.2). Chromatogram se zaznamena a
zméfi se vysky pikd.

Je-li v chromatogramu roztoku vzorku ruSivy pik sretenénim Casem
ptiblizn& stejnym jako retenéni ¢as isopropylparabenu, mél by byt vybran
jiny vnitini standard.

Neni-li jeden z vySetfovanych konzervantli v chromatogramu vzorku
pfitomen, 1ze tento konzervant pouzit jako vnitini standard.

Vypocitaji se poméry vysek pikli vySetfovanych konzervantl k vySce piku
vnitiniho standardu.

Je tfeba ovéfit, Ze kalibraéni kiivka pouzitého standardu je linearni.

Je tieba ovéfit, zda chromatogramy ziskané pro standardni roztok a roztok
vzorku spliuji nasledujici poZadavky:

— separace piki nejhtife oddéleného paru je alespon 0,90. (Definice
separace pikii je uveden na obrazku 16.)

separace pikii (p) R

p=1g !

Obrazek 16: Separace piki

Neni-li poZadované separace dosaZeno, méla by byt bud’ pouZita u€inn¢;si
kolona, nebo by mélo byt sloZzeni mobilni faze upraveno tak, aby byl
poZadavek spinén.

— faktor asymetrie (As) viech ziskanych pikid by se mél pohybovat
od 0,9 do 1,5. (Definice faktoru asymetrie je uvedena na
obrazku 17.) PH zaznamenani chromatogramu za ucelem
stanoveni  faktoru asymetrie je doporudend rychlost
zaznamenavani 2 cm/min.
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I /
Faktor : /
asymetrie h ’/
(As) 1 \
As=Db/a /
| jalb
| wi1el’/ T

17: Faktor asymetrie piku

— Zakladna by méla byt stabilni.
7. Vypocet

Pro vypolet koncentrace konzervanti vroztoku vzorku se pouZije
kalibraéni kifivka (6.2.2) a hodnoty pomeéri vySek pikli vySetfovanych
konzervanti k vySce piku vnitiniho standardu.

Obsah (w; ) 2-fenoxyethanolu, 1-fenoxypropan-2-olu,
methyl-4-hydroxybenzoatu, ethyl-4-hydroxybenzoatu,
propyl-4-hydroxybenzoatu, butyl-4-hydroxybenzoatu a
benzyl-4-hydroxybenzoatu v hmotnostnich procentech (% m/m) se
vypocte pomoci vzorce:

b;

% w; (m/m) =
200xa

kde

b; = koncentrace konzervantu i ve zkuSebnim roztoku (ug/ml) odectena
z kalibraéni kfivky, a

a= hmotnost zkuSebniho vzorku (g).
8. Opakovatelnost

Viz poznamka v bod¢ 10.5.
9. Reprodukovatelnost

Viz poznamka v bodé 10.5.
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10. Poznamky
10.1 Stacionamni faze

Retenéni chovani rozpousténych latek pifi stanovenich HPLC vyrazné
zavisi na typu, znaCce a historii stacionarni faze. Zda lze kolonu pouZit
pro oddéleni vySetfovanych konzervantd, lze usoudit z vysledkd
ziskanych pro standardni roztoky (viz poznamky v bod€ 6.2.3). Kromé
navrhovaného materidlu naplné kolony byly shleddny vhodnymi také
materialy Hypersil ODS a Zorbax ODS.

Za u¢elem dosaZeni pozadovaného oddéleni Ize poptipadé optimalizovat
sloZeni mobilni faze.

10.2 Detekéni vinova délka

Testovani robustnosti popisované metody ukézalo, Ze nepatrnd zména
detekéni vlnové délky miiZze mit vyznamny vliv na vysledky stanoveni.

Tento parametr musi byt proto béhem analyzy peclivé kontrolovan.
10.3 Rusivé vlivy

Za podminek popsanych v této metod€ je eluovdno mmnoho dalSich
slouCenin, jako jsou konzervanty a kosmetické ptisady. Retenéni asy
velkého mnoZstvi konzervantii uvedenych v pfiloze VI smérmice Rady
tykajici se kosmetickych prostfedkd jsou uvedeny v praci N. de Kruijf,
M.AH. Rijk, L.A. Pranato-Soetardhi and A. Schoulen, (1989).
Determination of preservatives in cosmetic products II. High-performance
liquid chromatographic identification (J. Chromatography 469, 317-398).

10.4  Pro ochranu analytické kolony lze pouzit vhodnou predkolonu.

10.5 Metoda byla zkouSena pfi okruZnim pokusu, na némz se podilelo devét
laboratofi. Byly analyzovany tfi vzorky. V nasledujici tabulce jsou pro
kazdy ze tH vzorkli uvedeny stfedni hodnoty v % m/m (m),
opakovatelnosti (r) a reprodukovatelnosti (R) zji§téné pro analyty, které
byly ve vzorcich obsaZeny:



Strana 9787

Sbirka zikont &. 494 / 2005

stka 172

3]

O

910 710 8L0°0 zi‘o
S10°0 €10°0 €00 L£90°0
810 8¥1°0 081°0 908°0 Wy uzese
¥00°0 7200 LY1°0
200°0 £00°0 0+00
[heds PVGEEG
9L0°0 9970 961°1 TupepieZ
¥£00°0 1110°0 8900°0 0£0°0 9L1°0
vv00°0 0820°0 $€00°0 8100 910
wan]
90600 1€0°0 8790°0 0SZ°0 ZAN! £nounuey p
joueqld
uaqeredjAzuag uaqerediling uaqerediAdoig uaqerediApyg uaqerediApopy | jo-g-uedoid-Axous-| -Axouaj-g NRI0ZA




Strana 9788 Sbirka zdkont 2005 Castka 172

8”591449 172011 05

ISSN 1211-1244

Vydéavi a tiskne: Tiskdrna Ministerstva vnitra, p. 0., Bartiiikova 4, post. schr. 10, 149 01 Praha 415, telefon: 272 927 011, fax: 974 887 395 — Redakce:
Ministerstvo vnitra, Nam. Hrdind 1634/3, post. schr. 155/SB, 140 21 Praha 4, telefon: 974 817 287, fax: 974 816 871 — Administrace: pisemné
objedndvky ptedplatného, zmény adres a poctu odebiranych vytiski — MORAVIAPRESS, a. s., U Pény 3061, 690 02 Bfeclav, fax: 519 321 417,
e-mail: sbirky@moraviapress.cz. Objedndvky ve Slovenské republice pfijimd a titul distribuuje Magnet-Press Slovakia, s. r. 0., Teslova 12, 821 02
Bratislava, tel.: 00421 2 44 45 46 28, fax: 00421 2 44 45 46 27. Ro¢ni pfedplatné se stanovuje za doddvku kompletniho roéniku veetné rejsttiku a je od
predplatitelt vybirdno formou ziloh ve vy§i ozndmené ve Sbirce zdkont. Zivérecné vyuctovani se provadi po doddni kompletntho ro¢niku na zdkladé
poétu skuteéné vydanych &dstek (prvni zdloha na rok 2006 ¢ini 3000,— K&) — Vychdzi podle potfeby — Distribuce: MORAVIAPRESS, a. s., U P6-
ny 3061, 690 02 Bfeclav, celoroéni piedplatné — 516 205 176, 519 305 176, 516 205 174, 519 205 174, objedndvky jednotlivych &dstek (dobirky) —
516 205 207, 519 305 207, objedndvky-knihkupci — 516 205 161, 519 305 161, faxové objedndvky — 519 321 417, e-mail — sbirky@moraviapress cz,
zelend linka — 800 100 314. Internetova prodejna: www. sblrkyzakonu cz — Drobny prodej — Benesov: Oldfich HAAGER, Masarykovo ndm. 231;
Brno: Ing. Jif{ Hrazdil, Vranovskd 16, SEVT, a. s., Ceskd 14; B¥eclav: Prodejna tiskovin, 17. listopadu 410, tel.: 519 322 132, fax: 519 370 036; Ceské
Budgjovice: SEVT, a. s., Ceskd 3, tel.: 387 432 244 Hradec Krélové: TECHNOR, Wonkova 432; Cheb: EFREX, s. r. 0., Karlova 31; Chomutov:
DDD Kmhkupecwl Antlkvarlat Ruskd 85; Kadan: Knihafstvi — Pibikovd, J. Svermy 14; Kladno: eL VaN, Ke Stadionu 1953; Klatovy Krameriovo
knihkupectvi, ndm. Miru 169; Liberec: Pod estédské knihkupectvi, Moskevskd 28; Litoméfice: Jaroslav Tvrdik, Lidickd 69, tel.: 416 732 135,
fax: 416 734 875; Most: Knihkupectvi ,U Knihomila“, Ing. Romana Kopkovd, Moskevskd 1999; Olomouc: ANAG, spol. s r. 0., Denisova ¢&. 2,
Zdenk Chumchal — Knihkupectvi Tycho, Ostruznickd 3, Knihkupectvi SEVT, a. s., Ostruznickd 10; Ostrava: LIBREX, Nddrazni 14, Profesio,
Hollarova 14, SEVT, a. s., Nddrazni 29; Otrokovice: Ing. Kuletik, Jungmannova 1165; Pardubice: LEJHANEG, s. r. o., tfida Miru 65; Plzefi:
TYPOS, a. s. Uslavskd 2, EDICUM, Vojanova 45, Technické normy, Libkova pav. & 5, Vydavatelstvi a naklad. Ales Cenck ndm. Ceskych bra-
ti 8; Praha 1: Dim u&ebnic a knih Cernd Labut, Na Po#i¢f 25, FISER-KLEMENTINUM, Karlova 1, LINDE Praha, a. s., Opletalova 35, NEO-
LUXOR s. r. 0., Véiclavské ndm. 41; Praha 2: ANAG, spol. s r. 0., ndm. Miru 9 (Nérodn{ déim), SEVTa s., Slezskd 126/6; Praha 4: SEVT, a. s., Ji-
hlavskd 405; Praha 5:SEVT, a. s., E. Peskové 14; Praha 6: PPP — Staﬁkové Isabela, Puskinovo ndm. 17; Praha 7: MONITOR CZ,s. r. 0., V hji 6, tel.:
272 735 797; Praha 8: JASIPA, Zenklova 60, Specializovand prodejna Sbirky zdkont, Sokolovskd 35, tel.: 224 813 548; Praha 9: Abonentn{ tiskovy
servis-Ing. Urban, Jabloneckd 362, po—p4 7-12 hod., tel.: 286 888 382, e-mail: tiskovy.servis@abonent.cz; Praha 10: BMSS START, s. . 0., Vinohrad-
skd 190; P¥erov: Odborné knihkupectvi, Bartosova 9 Jana Honkovd - YAHO - i — centrum, Komenského 38; Sokolov: KAMA, Kalousek Milan,
K. H. Borovského 22, tel.: 352 303 402; Sumperk: KnlhkupCCtVI D & G, Hlavnf ti. 23; Tabor: Milada Simonovd — EMU, Budgjovickd 928; Teplice:
Knihkupectvi L& N, Masarykova 15; Trutnov: Galerie ALFA, Bulharskd 58; Usti nad Labem: Severofeskd distribu¢ni, s.r.o., Havifskd 327,

tel.: 475 259 032, fax: 475 259 029, Kartoon, s. r. 0., Solvayova 1597/3, Vazby a dopliiovini Sbirek zikond vcetné dopravy zdarma, tel.+fax:
475 501 773, www.kartoon.cz, e-mail: kartoon@kartoon cz; Zabfeh: Mgr. Ivana Patkovd, Zizkova 45; Zatec: Prodejna U Pivovaru, Zizkovo
ndm. 76, Jindfich Prochdzka, Bezdékov 89 — Vazby Sbirek, tel.: 415 712 904. Distribuéni podminky pfedplatného: jednotlivé &istky j jsou expedoviny
neprodlené po. dodini z tiskirny. Objedndvky nového piedplatného jsou vyfizoviny do 15 dnti a pravidelné dodavky jsou zahajovény od nejbliZsi
&istky po ovéfeni dhrady predplatneho nebo jeho zdlohy. Cistky Vysle v dobé od zaevidovéni pfedplatného do jeho uhrady jsou doposilény
jednordzové. Zmény adres a poctu odebiranych vytiski jsou providény do 15 dnd. Reklamace: informace na tel. mslech 516 205 207 519 305 207.
V pisemném styku vzdy uvddéjte ICO (pravnickd osoba), rodné &islo (fyzickd osoba). Poddvani novinovych zésilek povoleno Ceskou postou, s. p.,
Odstépny zévod Jizni Morava Reditelstvi v Brné ¢&. j. P/2-4463/95 ze dne 8. 11. 1995.



	Castka_172
	Zakon_494

