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30.6.1982 UREDNI VESTNIK EVROPSKYCH SPOLECENSTVI L 185/1

DRUHA SMERNICE KOMISE
ze dne 14. kvétna 1982

o sblizovdni prdvnich pfedpisii ¢lenskych stiti tykajicich se metod analyzy nezbytnych pro
kontrolu sloZeni kosmetickych prostiedki

(82/434/EHS)

KOMISE EVROPSKYCH SPOLECENSTVI,

s ohledem na Smlouvu o zaloZeni Evropského hospodaiského
spolecenstvi,

s ohledem na smérnici Rady 76/768/EHS ze dne 27. Cervence
1976 o sblizovani pravnich pfedpisti ¢lenskych statd tykajicich
se  kosmetickych  prostfedkd () ve  znéni  smérnice
79/661[EHS (%), a zejména na ¢l. 8 odst. 1 uvedené smérnice,

vzhledem k tomu, Ze se ve smérnici 76/768/EHS stanovi
tfedni zkouseni kosmetickych prostiedkd s cilem zajistit do-
drzeni podminek pfedepsanych pfedpisy Spolecenstvi, které se
tykaji sloZeni kosmetickych prostiedkd;

vzhledem k tomu, Ze by vSechny nezbytné metody analyzy
mély byt stanoveny co nejdiive; ze prvni krok k dosazeni
tohoto cile jiz byl u¢inén definovanim nékterych metod ve
smérnici Komise 80/1335/EHS () a druhy krok spociva
v definovini metod dikazu nékterych oxida¢nich ¢inidel
a stanoven{ peroxidu vodiku v prostiedcich pro péci o vlasy,
dtkazu a semikvantitativniho stanoveni urcitych oxida¢nich
barviv v barvich na vlasy, dilkazu a stanoveni dusitand, da-
kazu a stanoveni volného formaldehydu, stanoveni resorcinolu

() UFE vést. L 262, 27.9.1976, 5. 169.
() UR vest. L 192, 31.7.1979, s. 35.
() Ut vést. L 383, 31.12.1980, s. 27.

v Samponech a vlasovych lotionech a stanoveni methanolu
vzhledem k ethanolu nebo propan-2-olu;

vzhledem k tomu, Ze opatieni této smérnice jsou v souladu se
stanoviskem Vyboru pro pfizptisobeni smérnice 76/768/EHS
technickému pokroku,

PRIJALA TUTO SMERNIC:

Cldnek 1

Clenské stity ucini viechny nezbytné kroky k zajisténi toho,
aby se pfi tfednim zkouseni kosmetickych prostredki:

— dtkaz oxida¢nich ¢inidel a stanoveni peroxidu vodiku
v prostfedcich pro péci o vlasy,

— dikaz a semikvantitativni stanoveni urcitych oxida¢nich
barviv v barvich na vlasy,

— dfikaz a stanoveni dusitan,

— dtikaz a stanoveni volného formaldehydu,
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— stanoveni resorcinolu v $amponech a vlasovych lotionech, Cldnek 3

— stanoveni methanolu vzhledem k ethanolu nebo propan-2-

olu Tato smérnice je urena clenskym statam.

provadély metodami popsanymi v priloze.

V Bruselu dne 14. kvétna 1982.

Cldnek 2
Clenské stity uvedou v Gcinnost prdvni a spravni predpisy
nezbytné pro dosazeni souladu s touto smérnici nejpozdéji do Za Komisi
31. prosince 1983. Karl-Heinz NARJES

Neprodlené o nich uvédomi Komisi. clen Komise
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PRILOHA

. DUKAZ OXIDACNICH CINIDEL A STANOVENI PEROXIDU VODIKU V PROSTREDCICH PRO PECI
O VLASY

ROZSAH A OBLAST POUZITI

Jodometrické stanoveni peroxidu vodiku v kosmetice je mozné pouze za nepfitomnosti jinych oxidacnich cinidel
vytvéiejicich jod z jodidi. Z tohoto divodu je pfed jodometrickym stanovenim peroxidu vodiku nutné zjistit
a identifikovat jakdkoli jind pfitomnd oxidacni cinidla. Tento dikaz se déli do dvou fdzi; prvni zahrnuje peroxodisirany,
bromicnany a peroxid vodiku, druhd peroxid barnaty.

A. DUKAZ PEROXODISIRANU, BROMICNANU A PEROXIDU VODIKU
1. PODSTATA METODY

Peroxodisiran sodny, peroxodisiran draselny a peroxodisiran amonny, bromi¢nan draselny, bromi¢nan sodny
a peroxid vodiku — bez ohledu na to, zda pochdzi ¢i nepochdzi z peroxidu barnatého — se dokazuji pomoci
sestupné papirové chromatografie, pii které se pouziva dvou vyvijecich rozpoustédel.

2. REAKCNI CINIDLA
Vsechna pouzitd reakéni ¢inidla musi byt Cistoty p.a.
2.1 0,5 % (m/v) vodné referen¢ni roztoky nésledujicich sloucenin:
2.1.1  Peroxodisiran sodny
2.1.2  Peroxodisiran draselny
2.1.3  Peroxodisiran amonny
2.1.4  Bromi¢nan draselny
2.1.5 Bromi¢nan sodny
2.1.6  Peroxid vodiku
2.2 Vyvijeci rozpoustédlo A, 80 % (v[v) ethanol
23 Vyvijeci rozpoustédlo B, benzen — methanol — 3-methyl-butan-1-ol — voda (34: 38: 18: 10 objemové)
2.4 Detekéni ¢inidlo A, 10 % (m/v) vodny roztok jodidu draselného
2.5 Detekéni ¢inidlo B, 1 % (m/v) vodny roztok $krobu
2.6 Detekéni ¢inidlo C, 10 % (m/m) kyselina chlorovodikova
2.7 4 N kyselina chlorovodikovd
3. PRISTROJE A POMUCKY
3.1 Chromatograficky papir (papir Whatman ¢. 3 nebo & 4 nebo jejich ekvivalenty)
3.2 Mikropipeta na 1 pl
3.3 Odmérné banky na 100 ml
3.4 Skladané filtry

3.5 Zafizeni pro sestupnou papirovou chromatografii
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4.1

4.2

4.2.1.

4.2.2

43

5.1

5.2

5.3

5.4

5.5

5.6

5.6.1

5.6.2

5.7

PRIPRAVA VZORKU
Vyrobky rozpustné ve vodé

Z kazdého vzorku se piipravi dva roztoky rozpusténim 1 g a 5 g vyrobku ve 100 ml vody. 1 pl kazdého
z téchto roztokt se pouzije pro provedeni papirové chromatografie popsané v oddilu 5.

Vyrobky mirné rozpustné ve vodé

Navdzi se 1 g a 5 g vzorku a rozptyli se v 50 ml vody, v obou piipadech se doplni vodou na 100 ml
a promichaji se. Obé suspenze se prefiltruji pres sklddany filtr (3.4) a z kazdého z filtrath se pouzije 1 pl pro
provedeni papirové chromatografie popsané v oddilu 5.

Jesté jednou se pripravi dvé suspenze vzorkd rozptylenim 1 g a 5 g v 50 ml vody, okyseli se zfedénou
kyselinou chlorovodikovou (2.7), doplni se vodou na 100 ml a promichaji se. Suspenze se prefiltruji pfes
skladany filtr (3.4) a 1 pl kazdého z téchto roztoki se pouzije pro provedeni papirové chromatografie popsané
v oddilu 5.

Krémy

5 g a 20 g kazdého vyrobku se rozptyli ve 100 ml vody a suspenze se pouZiji pro provedeni papirové
chromatografie popsané v oddilu 5.

METODA

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

1 pl roztoku vzorku a vSech referencnich roztoki pfipravenych podle oddilu 4 a bodu 2.1 se nanese na

startovni body prouzku chromatografického papiru (Whatman ¢ 3 nebo ekvivalentni) 40 cm dlouhého a 20
cm Sirokého (3.1) nebo jinych vhodnych rozmért a rozpoustédlo se nechd odpafit na vzduchu.

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

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

Po ukonceni vyvijeni se chromatogramy vyjmou a ususi se na vzduchu.
Skvrny se objevi po ndsledném postifkdni:

detekénim cinidlem A a kratce poté detekénim cinidlem B (2.5). Skvrny peroxodisiranii se na chromatogramu
objevi nejdiive a budou je ndsledovat skvrny peroxidu vodiku. Skvrny se oznadi tuzkou;

detekénim ¢inidlem C (2.6) na chromatogramech ziskanych podle bodu 5.6.1; pfitomnost bromicnant se
projevi Sedavé modrymi skvrnami na chromatogramu.

Za vy$e zminénych podminek vztahujicich se k vyvijecim rozpoustédlim A (2.2) a B (2.3) jsou hodnoty Rf
referencnich latek (2.1) pfiblizné ndsledujict:

Vivijeci rozpoustédlo A (2.2) Vivijeci rozpoustédlo 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
Bromic¢nan sodny 0,40 0,20
Bromic¢nan draselny 0,40 0,10 + 0,20

Peroxid vodiku 0,80 0,80
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2.1

2.2

2.3

2.4

2.5

2.6

2.7

2.8

2.9

2.10

3.1

3.2

3.3

3.4

3.5

3.6

B. STANOVENI PEROXIDU BARNATEHO
PODSTATA METODY

Peroxid barnaty se dokazuje tvorbou peroxidu vodiku po okyseleni vzorku (A.4.2) a piitomnosti barnatych
iontd:

— v nepiitomnosti peroxodisiranti (A) piidavkem zfedéné kyseliny sirové do casti kyselého roztoku vzorku
(B.4.1), ¢imz vznikne bild sraZenina siranu barnatého. Piitomnost barnatych iont ve vzorku (B.4.1) se opét
potvrdi papirovou chromatografii zplisobem popsanym nize (B.5),

— ve vzorcich, ve kterych jsou peroxid barnaty a peroxodisirany piftomny 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
piftomnost barnatych iontd potvrdi papirovou chromatografii ajnebo vysrdzenim siranu barnatého.

REAKCNI CINIDLA

Methanol

36 % (m/m) koncentrovand kyselina chlorovodikova

6 N kyselina chlorovodikova

4 N kyselina sirovd

Disodnd stl kyseliny rhodizonové (5,6-dihydroxycyklohex-5-en1,2,3,4-tetron, sodnd stil)
Chlorid barnaty (BaCl,-2H,0)

Bezvody uhli¢itan sodny

1 % (m/v) vodny roztok chloridu barnatého

Vyvijeci rozpoustédlo sklddajici se z methanolu, koncentrované kyseliny chlorovodikové (koncentrace 36 %)
a vody (80: 10: 10 objemove)

Detekéni ¢inidlo, 0,1 % (mfv) vodny roztok disodné soli kyseliny rhodizonové, pfipravuje se bezprostfedné
pied pouzitim.

PRISTROJE A POMUCKY
Mikropipeta na 5 pl
Platinové kelimky

Odmérné banky na 100 ml

Chromatograficky papir Schleicher and Schiill 2043 b nebo ckvivalentni. Papir se vycisti tak, Ze se pfes noc
nechd vyvijet v komofe pro sestupnou chromatografii (A.3.5) obsahujici vyvijeci rozpoustédlo (B.2.9) a poté se
ususi.

Sklddany filtracni papir

Bézné zafizeni pro provadéni vzestupné papirové chromatografie
PRIPRAVA VZORKU

Vyrobky, ve kterych nejsou pfitomny peroxodisirany

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



306

Utedn{ véstnik Evropské unie

13/sv. 6

41.2  Suspenze se pomoci vody pievede do odmérné banky na 100 ml, doplni se po rysku vodou a promichd se.
Tato suspenze se pouZije pro analyzu papirovou chromatografii popsanou v oddilu 5 a pro dikaz barya
vysrazenim siranu.

4.2 Vyrobky, ve kterych jsou pfitomny peroxodisirany
421 2 g vyrobku se rozptyli ve 100 ml vody a piefiltruje se.

4.2.2 K vysuSenému zbytku se pfidd mnozstvi uhli¢itanu sodného odpovidajici sedmi az desetindsobku hmotnosti
zbytku (B.2.7), promichd se a smés se ptl hodiny tavi v platinovém kelimku (B.3.2).

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

4.2.4  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 oddilu 5 a pro dikaz barya vysrdzenim siranu.

5. METODA

5.1 Priméfené mnozstvi vyvijectho rozpoustédla (B.2.9) se umisti do komory pro vzestupnou chromatografii
a komora se syt alesponi 15 hodin.

5.2 Na kus chromatografického papiru — pfedem upraveného tak, jak je popsino v bodu B.3.4 — se nanese do tfech
startovnich bodt 5 pl kazdého z roztokt pfipravenych podle bodt B.4.1.2 a B.4.2.4 a referen¢ni roztok B.2.8.

5.3 Vzorek a referencni skvrny se vysusi na vzduchu. Chromatogram se vyviji, dokud ¢&elo rozpoustédla nepostoupi
0 30 cm.

5.4 Chromatogram se vyjme z komory a ususi na vzduchu.

5.5 Skvrny na chromatogramu se objevi po postiikdni papiru detekénim ¢inidlem B.2.10. V p¥itomnosti barya se na

chromatogramu objevi Cervené skvrny s hodnotou Rf asi 0,10.

C. STANOVENI PEROXIDU VODIKU
1. PODSTATA METODY
Jodometrické stanoveni peroxidu vodiku je zaloZeno na ndsledujici reakci:

H0, + 2H + 2I —> 1, - 2H,0

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

2. DEFINICE

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

3. REAKCNI CINIDLA
Vsechna reakéni ¢inidla musi byt Cistoty p.a.
3.1 2 N kyselina sirova
3.2 Jodid draselny
3.3 Molybdenan amonny

3.4 0,1 N thiosiran sodny
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3.5
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4.4

4.5

4.6

5.1

5.2

5.3

5.4

10 % (m/v) roztok jodidu draselného, pfipravuje se bezprostiedné pred pouzitim
20 % (m/v) roztok molybdenanu amonného
1 % (m/v) roztok skrobu

PRISTROJE A POMUCKY

Kédinky na 100 ml

Byreta na 50 ml

Odmérné banky na 250 ml

Odmérné vélce na 25 a 100 ml

Nedélené pipety na 10 ml

Erlenmeyerovy banky na 250 ml

METODA

Do kadinky na 100 ml se navadzi 10 g (m grami) vyrobku obsahujictho asi 0,6 g peroxidu vodiku. Obsah se
pomoci vody prevede do odmérné baniky na 250 ml, doplni se po rysku vodou a promichd se.

10 ml roztoku vzorku (5.1) se odpipetuje do Erlenmeyerovy bariky na 250 ml (4.6) a postupné se pfidd 100
ml 2 N kyseliny sirové (3.1), 20 ml roztoku jodidu draselného (3.5) a ti kapky roztoku molybdenanu
amonného (3.6).

Vznikly jod se okamzité titruje 0,1 N roztokem thiosiranu sodného (3.4) a tésné pted dosazenim bodu
ekvivalence se pfidd nékolik mililitri roztoku Skrobu (3.7) jako indikdtoru. Zaznamend se spotieba 0,1 N
roztoku thiosiranu sodného (3.4) v mililitrech (V).

Zpusobem popsanym v bodech 5.2 a 5.3 se provede slepy pokus, pficemz se nahradi 10 ml roztoku vzorku 10
ml vody. Zaznamend se spotieba 0,1 N roztoku thiosiranu sodného na slepy pokus (V, v ml).

VYPOCET

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

(V—=Vo) x 1,7008 x 250 x 100
m x 10 x 1000

% peroxidu vodiku =

(V—=Vo) x 4,252

m
kde

m = mnoZstvi analyzovaného vyrobku (5.1) v gramech,

V, = spotieba 0,1 N roztoku thiosiranu sodného na slepy pokus (5.4) v mililitrech,

V= spotieba 0,1 N roztoku thiosiranu sodného pii titraci roztoku vzorku (5.3) v mililitrech.
OPAKOVATELNOST ()

Pro vyrobky obsahujici asi 6 % (m/m) peroxidu vodiku by neméla absolutni hodnota rozdilu dvou stanoveni
provedenych soucasné se stejnym vzorkem prekrocit 0,2 %.

(') Viz norma ISO 5725.
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I. DUKAZ A SEMIKVANTITATIVNI STANOVENI URCITYCH OXIDACNICH BARVIV V BARVACH NA

3.1

3.2

33

3.4

ROZSAH A OBLAST POUZITI

VLASY

Tato metoda je vhodna pro diikaz a semikvantitativni stanoveni ndsledujicich latek v barvach na vlasy ve formé

krému nebo kapaliny:

Litky Symbol
Fenylendiaminy

o-Fenylendiamin (OPD)
m-Fenylendiamin (MPD)
p-Fenylendiamin (piiloha V) (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 (aN)
Pyrogallol

1,2,3-trihydroxybenzen (P)
Resorcinol

1,3-dihydroxybenzen R)

PODSTATA METODY

Oxida¢ni barviva se extrahuji z barev ve formé krému nebo kapaliny pii pH 10 96 % ethanolem a dokazuji se
chromatografii na tenké vrstvé, a to jedno nebo dvourozmérnou.

K semikvantitativnimu stanoveni téchto ldtek se chromatogram vzork(i porovnd pomoci ¢tyf vyvijecich systémii
s chromatogramy referen¢nich latek vyvijenymi soucasné a za co nejpodobnéjsich podminek.

REAKCNI CINIDLA

Vsechna reakéni ¢inidla musi byt Cistoty p.a.

Ethanol, bezvody
Aceton

Ethanol, 96 % (v[v)

Roztok amoniaku, 25 % (d,* = 0,91) (obsah zavorky vloZit z origindlu)
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3.5 Kyselina L(+)askorbova

3.6 Chloroform

3.7 Cyklohexan

3.8 Dusik, technicky

3.9 Toluen

310  Benzen

311  n-Butanol

3.12  Butan-2-ol

3.13  Kyselina fosfornd, 50 % roztok (v/v)
3.14  Diazotacni ¢inidlo. Bud:

— 3-nitro-1-benzendiazoniumchlorbenzensulfondt (ve formé stabilni soli), jako napf. v Cerveni 2 JN —
Francolor,

— 2-chlor-4-nitro-1-benzendiazoniumnaftalenbenzodt (ve formé stabilni soli), jako napf. v ¢inidle NNCD -
referenéni ¢. 74 150 FLUKA,

nebo ekvivalentni.
3.15  Dusi¢nan stibrny
3.16  p-Dimethylaminobenzaldehyd
3.17  2,5-Dimethylfenol
3.18  Chlorid Zelezity hexahydrat
3.19  Kyselina chlorovodikovd, 10 % roztok (m/v)
3.20  Referenéni litky

Referencni ldtky jsou slouceniny uvedené v oddilu 1 ,Rozsah a oblast pouziti“. V piipadé aminosloucenin musi
byt referencni sloucenina bud ve formé hydrochloridu (mono nebo dihydrochloridu), nebo jako volnd baze.

321  Referen¢ni roztoky 0,5 % (m/v)
Pripravi se 0,5 % roztoky (m/v) referencnich latek uvedenych v bodu 3.20.
Navdzi se 50 + 1 mg referencni litky do odmérné baniky na 10 ml.
Pridd se 5 ml 96 % ethanolu (3.3) a 250 ml kyseliny askorbové (3.5).
Roztok se alkalizuje pfiddnim roztoku amoniaku (3.4) na hodnotu pH 10 (zjistuje se indikdtorovym papirkem).
Doplni se na 10 ml 96 % ethanolem (3.3) a promichd se.
Roztoky je mozno uchovévat po dobu jednoho tydne v chladu a temnu.

V nékterych piipadech mize po pfidani kyseliny askorbové a roztoku amoniaku vzniknout sraZenina. Pfed
dalsim postupem je tfeba ji nechat usadit.

3.22  Vyvijeci rozpoustédla
3.22.1 Aceton — chloroform — toluen (35: 25: 40 objemové)
3.22.2 Chloroform — cyklohexan — absolutni ethanol — 25 % roztok amoniaku (80: 10: 10: 1 objemové)

3.22.3 Benzen — butan-2-ol — voda (50: 25: 25 objemové). Diikladné se protiepe a po dekantaci pii pokojové teploté
(20 az 25 °C) se k vyvijeni pouzije horni fize.

3.22.4 n-Butanol — chloroform — ¢inidlo M (7: 70: 23 objemové). Faze se peclivé dekantuji pfi pokojové teploté (20 az
25 °C) a pouzije se spodni fdze.
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Priprava cinidla M

Roztok amoniaku, 25 % (v[v) 24 objemovych jednotek
Kyselina fosfornd, 50 % (3.13) 1 objemové jednotka
Voda 75 objemovych jednotek
Pozndmka:

Vyvijeci rozpoustédla obsahujici amoniak je tieba bezprostiedné pied pouzitim dobfe protiepat.
3.23  Detekéni Einidla
3.23.1 Diazotacni cinidlo

Pripravi se 5 % (m/v) vodny roztok zvoleného ¢inidla (3.14). Tento roztok se musi pfipravit bezprostiedné pred
pouzitim.

3.23.2 Ehrlichovo cinidlo

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

3.23.3 2,5-dimethylfenol — chlorid Zelezity hexahydrdt
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).

Pii vyvoldni chromatogramu se témito roztoky provadi postitk samostatné, nejprve roztokem 1, poté roztokem
2.

3.23.4 Amoniakdlni dusicnan st¥ibrny

25 % amoniak (3.4) se pridd k 5 % (m/v) vodnému roztoku dusicnanu stibrného (3.15), aZ se sraZenina
rozpusti. Toto reakéni ¢inidlo se pripravuje bezprostiedné pred pouzitim.

Nelze jej uchovévat.

4, PRISTROJE A POMUCKY
41 Bézné laboratorni vybaveni pro chromatografii na tenké vrstvé.

4.1.1  Plastovy nebo sklenény kryt konstruovany tak, aby chromatografickou desku béhem nandSeni skvrn a suSeni
mohl obtékat dusik. Toto opatfeni je nezbytné vzhledem k ndchylnosti urcitych barviv k oxidaci.

4.1.2  Mikrostiikacka na 10 pl, délend po 0,2 pl, s jehlou s rovnym koncem nebo lépe ddvkovac na 50 pl uchyceny
v drzéku tak, aby deska mohla byt udrzovdna pod atmosférou dusiku.

41.3 Hotové silikagelové desky, tloustka 0,25 mm, rozméry 20 x 20 cm (Macherey and Nagel, Silica GHR, na
plastové podlozce nebo ekvivalentni)

4.2 Odstiedivka, 4000 ot./min.

43 Centrifuga¢ni zkumavky na 10 ml se Sroubovymi uzdvéry potazenymi PTFE nebo ekvivalentni.
5. POSTUP
5.1 Piiprava vzorki k analyze

Prvni 2 az 3 cm krému vytlaceného z tuby se odstrani.

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

Pridédva se po kapkdch 25 % amoniak (3.4) az pH dosdhne hodnoty 10. Doplni se na 10 ml 96 % ethanolem
(3.3).

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

Pouzije se supernatant.
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5.2
521

5.2.2

523

5.2.4

5.2.5

Chromatografie
Nandseni na desku

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

Referencni latky se nandseji v tomto uspofddani:

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

Dile se v bodech 10 a 11 nanesou vzdy 2 pl zkoumanych roztokd ziskanych podle bodu 5.1.

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

Deska se vlozi do komory pfedem proplichnuté dusikem (3.8) a nasycené jednim ze Ctyf rozpoustédel (3.22)

a nechd se vyvijet pfi pokojové teploté (20 az 25 °C) ve tmé, dokud celo rozpoustédla nedosihne vzddlenosti
asi 15 cm od startovaci linie.

Deska se vyjme a usudi pod atmosférou dusiku (3.8) pii pokojové teploté.

Vyvoldni

Deska se postitkd jednim ze ¢tyf roztok uvedenych v bodu 3.23.

Diikaz

Porovnaji se hodnoty Rf a barvy skvrn vzorku a chromatografovanych referen¢nich latek.

V tabulce 1 jsou uvedeny piiklady hodnot Rf a barev skvrn pro jednotlivé litky v zdvislosti na pouZzitém
rozpoustédle a indikdtoru.

Nejisty diikaz je nékdy mozné potvrdit tak, Ze se piidd roztok odpovidajici referencni ldtky k extraktu vzorku.
Semikvantitativni odhad

Intenzita skvrn jednotlivych latek dokdzanych v bodu 5.2.4 se porovnavéd vizudlné s odpovidajicim rozsahem
koncentraci referen¢nich latek.

Pfi nadmérné vysoké koncentraci jedné nebo vice latek nalezenych ve vzorku se extrakt vzorku zfedi a méfeni
se opakuje.
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TABULKA 1
Hodnoty R, a barvy ziskané bezprostfedné po vyvolini
Vyvijeci rozpoustédla Detekéni ¢inidla
Referencni Hodnoty R, Vysledné barvy
(3.20) ) e ) L i
(3221) | (3.222) | (3223) | (3.224) D‘azo(t;_ézr;_f)‘mdl" Ehrhc(}g’;’_zc)‘”‘dlo D“?;g‘gﬁ“"‘ 8?21\;%
OPD 0,62 0,60 0,30 0,57 svétle hnédd — — svétle hnéda
MPD 0,40 0,60 0,47 0,48 fialové hnédé () Zlutd svétle hnédd svétle hnédd
PPD 0,20 0,50 0,30 0,48 hnéda jasné Cervend () fialova sedd
OTD 0,60 0,60 0,53 0,60 hnédé () svétle oranzova svétle hnéda sedavé hnédd
MTD 0,40 0,67 0,45 0,60 Cervenavé hnédd () | zlutd hnéda éerna
PTD 0,33 0,65 0,37 0,70 hnédd oranzova fialové () Sedd
DAP 0,07 — 0 0,05 hnédé () oranzova fialovd hnédd
H 0,50 0,35 0,80 0,20 — oranzova fialovd Cerna ()
aN 0,90 0,80 0,90 0,75 oranzové hnédd — fialova () Cernd
P 0,37 — 0,67 0,05 hnéda velmi svétle fialovd | velmi svétle hnéda hnéda ()
R 0,50 0,37 0,80 0,17 oranzova () svétle fialova velmi svétle hnéda svétle hnédd
Pozndmka

1. OPD se ukazuje pouze slabé musi se pouzit rozpoustédlo (3.22.3), aby se jasné odlisil od OTD.
2. () Oznacuje nejlépe vyvolané barvy.

6.2

6.2.1

6.3

ZKOUSKA DVOUROZMERNOU CHROMATOGRAFI[ NA TENKE VRSTVE

Tato metoda dvourozmérné chromatografie vyzaduje pouziti dalsich standardd a reakénich cinidel.

Dalsi referen¢ni roztoky a litky

f-naftol (B N)
2-aminofenol (OAP)
3-aminofenol (MAP)

4-aminofenol (PAP)

2-nitro-1,4-fenylendiamin (2-NPPD)

4-nitro-1,2-fenylendiamin (4-NOPD)

Pripravi se 0,5 % (m/v) roztoky vsech dalsich referencnich litek zpisobem popsanym v bodu 3.21.

Dalsi vyvijeci rozpoustédlo

Ethylacetdt — cyklohexan — 25 % roztok amoniaku (65: 30: 0,5 objemové)

Dalsi detekéni systém

Do vyvijeci komory pro chromatografii na tenké vrstvé se vlozi sklenénd nddobka, pridaji se asi 2 g
krystalického jodu a komora se uzavie odpovidajicim vikem.
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6.4
6.4.1

6.4.2

6.4.3

6.4.4

6.4.5

6.4.6

6.4.7

6.4.8

6.4.9

Chromatografie

Podle obrdzku 1 se na desce pro chromatografii na tenké vrstvé (4.1.3) vyznaci na strané s absorbentem dvé
linky.

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

Mezi body 2 a 3 (obr. 1) se nanesou oxida¢ni barviva dokdzand nebo poklddand za dokdzand podle bodu 5.2
(vzddlenost mezi body je 1,5 ¢m). Nandsi se 2 pl kazdého referencniho roztoku — kromé DAP, ktery je nutno
nanést v objemu 6 pl. Nandseni se provddi v atmosféfe dusiku (6.4.2).

Postup podle bodu 6.4.3 se opakuje v zdkladnich bodech 4 a 5 (obr. 1) a deska se uchovavd pod dusikem az
do zahdjeni vyvoldvani chromatogramu (vzddlenost mezi body je 1,5 cm).

Chromatografickd komora se proplichne dusikem (3.8) a umisti se do ni vhodné mnozstvi vyvijeciho
rozpoustédla 3.22.2. Deska (6.4.4) se vlozi do komory a vyviji se ve tmé v prvnim vyvijecim sméru (obr. 1).

Vyviji se, dokud celo rozpoustédla nedosdhne linie vyznacené na desce (pfiblizné 13 cm).

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

Pomoci délené zkumavky se do komory piedem proplachnuté dusikem (3.8) pfevede vhodné mnozstvi
vyvijectho rozpoustédla (6.2), do komory se vlozi deska otocend o 90° (6.4.6) a chromatogram se vyviji ve
druhém sméru (opét ve tmé), dokud celo rozpoustédla nedosdhne linie vyznacené na strané s adsorbentem.
Deska se vyjme z komory a rozpoustédlo se nechd odpafit na vzduchu.

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

Pozndmka
Nejlepsitho vybarveni skvrn se dosdhne tehdy, ponechdli se po vyvijeni chromatogram v atmosféfe po dobu piil
hodiny.

Pfitomnost oxidacnich barviv nalezenych podle bodu 6.4.8 je mozno definitivné potvrdit opakovanim postupu
popsaného v bodech 6.4.1 az 6.4.8, kdy se v zdkladnim bodu 1 pfes mnozstvi extraktu podle bodu 6.4.2
nanese 1 pl referen¢nich latek identifikovanych v bodu 6.4.8. Neobjevi-li se oproti chromatogramu ziskanému
podle bodu 6.4.8 zadnd jind skvrna, je interpretace chromatogramu podle bodu 6.4.8 spravnd.
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TABULKA 11

Barvy referen¢nich litek po chromatografii a vyvijeni parami jodu

Referencni latky Barvy po vyvijeni parami jodu
R bézova
P hnédd
a-N fialovd
p-N svétle hnédd
H fialové hnédd
MPD zlutavé hnédd
PPD fialové hnédé
MTD tmavé hnédd
PTD zlutavé hnédd
DAP tmavé hnédd
OAP oranzova
MAP zlutavé hnéda
PAP fialové hnédd
2NPPD hnéda
4NOPD oranzova
Obrdzek 1
Smér II
>
4
[ ]
Scm 5cm
L]
5 4
y
Y N — B S,
A
5
13 cm "E’
1-5 cm
\ 2 1
A ® 2. o3
2 cm
T i3 o S B
S bl 1 2
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1. DUKAZ A STANOVENI DUSITANU

A. DUKAZ
1. ROZSAH A OBLAST POUZITI
Tato metoda je vhodnd k dikazu dusitant v kosmetickych prostfedcich, zejména v krémech a pastach.
2. PODSTATA METODY
Pritomnost dusitanu indikuje vznik zbarvenych derivati s 2-aminobenzaldehydfenylhydrazonem (Nitrin®).
3. REAKCNI CINIDLA
Vsechna reakeni ¢inidla musi byt Cistoty p.a.

3.1 Ziedénd kyselina sirovd: 2 ml koncentrované kyseliny sirové ((d* = 1,84) = 1,84) (obsah zivorky vlozit
z origindlu) se zfedi 11 ml destilované vody.

3.2 Ziedénd kyselina chlorovodikova: 1 ml koncentrované kyseliny chlorovodikové ((d,* = 1,19) = 1,19) (obsah
zévorky vlozit z origindlu) se zfedi 11 ml destilované vody.

3.3 Methanol
3.4 Roztok 2-aminobenzaldehydfenylhydrazonu (reakéni ¢inidlo Nitrin®) v methanolu.

Navézi se 2,0 g Nitrinu® a pievede se kvantitativné do odmérné banky na 100 ml. Po kapkdch se pridaji 4 ml
ziedéné kyseliny chlorovodikové (3.2) a protiepe se. Doplni se po rysku methanolem a michd, dokud se roztok
tiplné nevycefi. Roztok se uchovavd v hnédé sklenéné lahvi (4.3).

4, PRISTROJE A POMUCKY

4.1 Kédinky na 50 ml

4.2 Odmérnd banka na 100 ml

43 Hnédé sklenénd ldhev na 125 ml
4.4 Sklenénd deska 10 x 10 cm

4.5 Spachtle z plastu

4.6 Filtra¢ni papir 10 x 10 cm

5. POSTUP

5.1 Cést analyzovaného vzorku se rovnomérné rozetie na sklenénou desku (4.4) tak, aby byl povrch pokryt vrstvou
nejvySe 1 cm silnou.

5.2 List filtracntho papiru (4.6) se nasdkne destilovanou vodou. Polozi se na vzorek a piitiskne $pachtli z plastu
(4.5).
5.3 Pockd se asi jednu minutu a do stiedu filtra¢niho papiru se nanesou:

— 2 kapky zfedéné kyseliny sirové (3.1),
— poté dvé kapky roztoku Nitrinu® (3.4).

5.4 Po 5 a7 10 sekunddch se filtracnf papir odstrani a prohlédne se proti dennimu svétlu. Cervenofialové zbarveni
indikuje pfftomnost dusitant.
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4.2

4.3

4.4

4.5

4.6

5.1

5.2

5.3

Je-li obsah dusitanti nizky, zméni se Cervenofialové zbarveni béhem 5 az 15 sekund na Zluté. Je-li pFitomno
velké mnozstvi dusitand, dojde k této barevné zméné az po jedné nebo dvou minutéch.

POZNAMKA

Intenzita tmavocerveného zbarveni a doba, kterd uplyne pfed zménou na Zlutou, naznacuji obsah dusitand ve
vzorku.

B. STANOVENI
ROZSAH
Metoda popisuje stanoveni dusitanti v kosmetickych prostiedcich.
DEFINICE
Obsah dusitant ve vzorku stanoveny touto metodou se vyjadif v hmotnostnich procentech dusitanu sodného.
PODSTATA METODY

Po ziedéni vzorku vodou a vycefeni se nechd probéhnout reakce ptitomnych dusitant se sulfanilamidem a N-1-
naftylethylendiaminem a absorbance vzniklého zbarveni se méf pii 538 nm.

REAKCNI CINIDLA

Vsechna reakéni ¢inidla musi byt Cistoty p.a.

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

106 g kyanozeleznatanu draselného K Fe(CN) -3H,0 se rozpusti v destilované vodé a ziedi se vodou na 1000
ml.

Carrezovo cinidlo 1I:

219,5 g octanu zine¢natého Zn(CH,CO0),-2H,0 a 30 ml ledové kyseliny octové se rozpusti v destilované vodé
a zfedi se vodou na 1000 ml.

Roztok dusitanu sodného:

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

1 N roztok hydroxidu sodného
0,2 % roztok sulfanilamidhydrochloridu:

2,0 g sulfanilamidu se za zahfivini rozpust{ v 800 ml vody. Po ochlazeni se za michdni ptidd 100 ml
koncentrované kyseliny chlorovodikové. Ziedi se vodou na 1000 ml.

5 N kyselina chlorovodikové
N-1-naftylové ¢inidlo:

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

PRISTROJE A POMUCKY
Analytické véhy
Odmérné bariky na 100, 250, 500 a 1000 ml

Nedélené nebo délené pipety
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5.4

5.5

5.6

5.7

5.8

5.9

5.10

6.1

6.2

6.3

6.4

6.5

6.6

6.7

6.8

6.9

6.10

Odmérné vilce na 100 ml

Sklddany filtracni papir, bez dusitanti, primér 15 cm

Vodni ldzen

Spektrofotometr a kyvety s optickou drahou 1 c¢m

pHmetr

Mikrobyreta na 10 ml

Kadinky na 250 ml

POSTUP

S presnosti na 0,1 mg se navdzi asi 0,5 g (m gramt) homogenizovaného vzorku, kvantitativné se prevede
horkou destilovanou vodou do kadinky na 250 ml (5.10) a doplni se horkou destilovanou vodou asi na 150
ml. Kddinka (5.10) se na ptl hodiny vlozi do vodni 1dzné (5.6) vyhtaté na 80 °C. Béhem této doby se obsah
obcas protiepe.

Ochladi se na pokojovou teplotu a postupné se za michdni pfidaji 2 ml Carrezova ¢inidla I (4.1.1) a 2 ml
Carrezova ¢inidla 11 (4.1.2).

Priddvd se 1 N roztok hydroxidu sodného (4.3), dokud se pH neupravi na 8,3. (Pouzije se pHmetr (5.8)).
Obsah se kvantitativné prevede do odmérné banky na 250 ml (5.2) a doplni destilovanou vodou po rysku.

Obsah se promichd a zfiltruje pres sklddany papirovy filtr (5.5).

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

Po promichdni se pfidd 10,0 ml roztoku sulfanilamid-hydrochloridu (4.4) a poté 6,0 ml 5 N kyseliny
chlorovodikové (4.5). Promichd se a ponechd stdt pét minut. Pidaji se 2,0 ml N-1-naftylového ¢inidla (4.6),
promichd se a ponechd stdt tfi minuty. Ziedi se vodou po rysku a promichd se.

Pripravi se slepy pokus opakovanim operaci popsanych v bodech 6.5 a 6.6 bez piidavku N1-naftylového ¢inidla
(4.6).

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

Z kalibra¢niho grafu (6.10) se odecte obsah dusitanu sodného v mikrogramech na 100 ml roztoku (ml
mikrogramil), odpovidajici absorbance zméfené podle bodu 6.8.

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

VYPOCET

Obsah dusitanu sodného ve vzorku vyjadfeny v hmotnostnich procentech se vypocte pomoci ndsledujiciho
vzorce:
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1.1

1.2

1.3

3.1

3.2

250 100
% NaNOy = = xmy x 1070 x — = 1

\ m Vxmx40
kde:
m = hmotnost vzorku odebraného pro analyzu v gramech (6.1),
m, = obsah dusitanu sodného v mikrogramech zji§tény podle bodu 6.9,
V= pocet mililitrts filtrdtu pouzitého pro méfeni (6.5).
OPAKOVATELNOST (')

Pro obsah asi 0,2 % (m/m) dusitanu sodného by neméla absolutni hodnota rozdilu dvou stanoveni pro-
vedenych soucasné se stejnym vzorkem piekrocit 0,005 %.

IV. DUKAZ A STANOVENI VOLNEHO FORMALDEHYDU

ROZSAH A OBLAST POUZITI

Tato metoda popisuje dikaz a stanoveni volného formaldehydu. Je pouzitelnd pro vsechny kosmetické
prostiedky a sklddd se ze i casti:

Diikaz
Kolorimetrické stanoveni pomoci pentan-2,4-dionu

Tato metoda je nevhodnd, je-li formaldehyd vézdn nebo je-li v polymerni formé jako v piipadé donort
formaldehydu. Pokud vysledek pfesihne nejvyssi povolenou koncentraci, musi se pouzit ndsledujici metoda.

Pfi této metodé se nebere v tvahu silné vdzany formaldehyd nebo formaldehyd v polymerni formé. Nékteré
nestabilni slouceniny (napf. hexamethylentetramin) se vSak stanovi. Navic je méfeni alkality roztoku
v piitomnosti pufratniho roztoku nesnadné.

DEFINICE

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

PODSTATA METODY

Cést I - Dikaz

Formaldehyd v prostredi kyseliny sirové zbarvuje Schiffovo ¢inidlo do rtzova nebo do lila.
Cist Il - Stanoveni pomoci pentan-2,4-dionu

Formaldehyd reaguje s pentan-2,4-dionem v piitomnosti octanu amonného za vzniku 3,5-diacetyl-1,4-dihydro-
lutidinu. Ten se extrahuje butanlolem a absorbance extraktu se méf pii 410 nm.

(') Viz norma ISO 5725.



13/sv. 6

Utedn{ véstnik Evropské unie 319

33

4.1
4.2
43
44
4.5
4.6

4.7

4.8
4.9
4.10
4.11
412

413

4.14
4.15

5.1
5.2
5.3

.....

REAKCNI CINIDLA

Vsechna reakéni ¢inidla musi byt Cistoty p.a.
Ledova kyselina octovd

Bezvody octan amonny

Butan-1-ol

Kyselina sirovd, piiblizné 2 N

Schiffovo ¢inidlo: do kddinky se navdzi 100 mg fuchsinu a rozpusti se v 75 ml vody o teploté 80 °C.

Po vychladnuti se piidd 2,5 g sificitanu sodného heptahydratu (Na,SO,-7H,0) a 1,5 ml koncentrované kyseliny
chlorovodikové ((d,* = 1,19) = 1,19). Objem se doplni do 100 ml

(Toto reakeni ¢inidlo nelze pouzit po dvou tydnech.)
Cinidlo obsahujici pentan-2,4-dion

V odmérné barice na 1000 ml se rozpusti:

150 ¢ octanu amonného (4.2),

2 ml  Pentan-2,4-dionu (Cerstvé destilovaného za snizeného tlaku — nemél by vykazovat zddnou absorpci pii
410 nm),

3ml  ledové kyseliny octové (4.1).

Doplni se na 1000 ml vodou (pH roztoku: asi 6,4).

Toto ¢inidlo musi byt pfipraveno Cerstvé.

Odmérny roztok kyseliny sirové, 0,1 N

Odmérny roztok hydroxidu sodného, 0,1 N

Roztok jodu, 0,1 N

Roztok thiosiranu sodného, 0,1 N

Zésobni roztok formaldehydu

5 g 37 aZz 40 % roztoku formaldehydu se odméfi do odmérné bariky na 1000 ml a doplni se na 1000 ml.

Koncentrace tohoto roztoku se stanovi takto: odebere se 10,00 ml, pfidd se 25,00 ml 0,1 N odmérného
roztoku jodu (4.10) a 10 ml 1 N roztoku hydroxidu sodného.

Nechd se stdt pét minut.

Pridd se 11 ml 1 N HCl a piebytek 0,1 N odmérného roztoku jodu (4.10) se titruje 0,1 N odmérnym
roztokem thiosiranu sodného (4.11), jako indikdtor se pouzije skrob.

1 ml 0,1 N odmérného roztoku jodu (4.10) odpovidd 1,5 mg formaldehydu.
Referenéni roztok formaldehydu

5,00 ml zdsobniho roztoku (4.12) se odpipetuje do odmérné bariky na 100 ml a doplni se na 100 ml
demineralizovanou vodou.

5,00 ml vzniklého roztoku se odpipetuje do odmérné baiiky na 500 ml a doplni se na 500 ml deminerali-
zovanou vodou.

1 ml tohoto roztoku obsahuje asi 1 pg formaldehydu.
Presny obsah se vypocte.
Roztok thymolftaleinu, 0,1 g/100 ml 50 % ethanolu

Roztok referencniho ¢inidla: jako ¢inidlo 4.7, ale bez piidavku pentan-2,4-dionu.

PRISTROJE A POMUCKY
Bézné laboratorni vybaveni
Filtr pro separaci fdzi, Whatman 1 PS (nebo ekvivalentni)

Odstiedivka
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5.4 Spektrofotometr

5.5 Sklenéné kyvety s délkou optické dréhy 1 cm

5.6 Potenciometr se zapisovacem

5.7 Sklenénd kalomelova elektroda (doporucuje se pouzivat specidlni elektrody pro nizké teploty).
6. POSTUP

6.1 Dikaz

6.1.1 Do kddinky na 10 ml se navdzi 2 g analyzovaného vzorku.

6.1.2  Pridaji se dvé kapky 2 N kyseliny sirové (4.4) a 2 ml Schiffova ¢inidla (4.6) (pouzité ¢inidlo musi byt pii
pouziti naprosto bezbarvé).

Protfepe se a nechd stdt pét minut.

6.1.3  Objevi-li se do péti minut riizové nebo lila zbarveni, je ptitomen formaldehyd v mnoZstvi vyssim nez 0,01 %
a musi byt stanoven postupem podle bodu 6.2 a v piipadé potieby postupem podle bodu 6.3.

6.2 Kolorimetrické stanoveni pomoci pentan-2,4-dionu
6.2.1  Roztok vzorku

6.2.1.1 Do odmérné bariky na 100 ml se s pfesnosti na 0,001 g navdzi mnozstvi analyzovaného vzorku (m gramd)
odpovidajici o¢ekdvanému obsahu formaldehydu asi 150 mikrogramd.

6.2.1.2 Doplni se na 100 ml demineralizovanou vodou a promichd.
6.2.1.3 Do Erlenmeyerovy bariky na 50 ml se pfida:
10,00 ml roztoku podle bodu 6.2.1.2,
5,00 ml ¢inidla obsahujictho pentan-2,4-dion (4.7),
demineralizovand voda na celkovy objem 30 ml.
6.2.2  Srovndvaci roztok

Eventudlni rugivy vliv zdkladniho zbarveni analyzovaného vzorku se odstrani pouzitim tohoto referencniho
roztoku.

Do Erlenmeyerovy baniky na 50 ml se piida:

10,00 ml roztoku podle bodu 6.2.1.2,

5,00 ml roztoku referen¢niho cinidla (4.15),

demineralizovand voda na celkovy objem 30 ml.
6.2.3  Roztok pro slepy pokus

Do Erlenmeyerovy barky na 50 ml se pridd:

5,00 ml cinidla obsahujiciho pentan-2,4-dion (4.7),

demineralizovand voda na celkovy objem 30 ml.
6.2.4  Stanoveni

6.2.4.1 Banky podle bodt 6.2.1.3, 6.2.2 a 6.2.3 se protiepou a ponoii se pfesné na 10 minut do vodni 1dzné vyhidté
na 60 °C. Nechaji se dvé minuty chladnout v ldzni s ledovou vodou.
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6.2.4.2 Obsah se prevede do délicich ndlevek na 50 ml obsahujicich 10 ml butan-1-olu (4.3). Kazdd banka se
vyplichne 3 az 5 ml vody a vyplachy se piidaji do délicich nalevek. Smés se presné 30 sekund dikladné
tiepe. Fze se nechaji oddélit.

6.2.4.3 Obsah se zfiltruje do méficich kyvet ptes filtr pro separaci fazi. Odstiedéni (pét minut pfi 5000 ot./min) je
méné praktické a trvd déle.

6.2.4.4 Zméfi se absorbance (A)) extraktu roztoku vzorku podle bodu 6.2.1.3 proti extraktu srovndvaciho roztoku
6.2.2. pii 410 nm.

6.2.4.5 Obdobné se zméfi extrakt roztoku slepého pokusu (A2) podle bodu 6.2.3 proti butan-1-olu.
Pozndmka

Vsechny tyto operace musi byt provedeny do 25 minut od okamziku, kdy byly Erlenmeyerovy banky vlozeny
do ldzné vyhfité na 60 °C.

6.2.5  Kalibracni kiivka
6.2.5.1 Do Erlenmeyerovy banky na 50 ml se prida:
5 ml standardniho roztoku (4.13),
5 ml ¢inidla obsahujictho pentan-2,4-dion (4.7),
demineralizovand voda na celkovy objem 30 ml.
6.2.5.2 Postupuje se tak, jak je popsino v bodu 6.2.4.5, zméfi se absorbance proti butan-1-olu (4.3).
6.2.5.3 Postup se opakuje s 10, 15, 20 a 25 ml standardniho roztoku.
6.2.5.4 Nulovd hodnota se ziskd postupem podle bodu 6.2.4.5.

6.2.5.5 Po odecteni nulové hodnoty (6.2.4.5) se sestroji kalibra¢ni kiivka ze vSech absorbanci ziskanych podle boda
6.2.5.2 a 6.2.5.3. Beertiv zdkon plati az do 30 pg formaldehydu.

6.3 Stanoveni pomoci hydrogensifiitanu
6.3.1  Pfiprava analyzovaného vzorku

6.3.1.1 Pro zkousku

Do vytdrované kadinky se s presnosti na 0,001 g navdzi mnozstvi analyzovaného vzorku (m gramd) od-
povidajici oc¢ekdvanému obsahu 3 az 20 mg formaldehydu.

6.3.1.2 Pro srovnavaci zkousku
Obdobnym zpiisobem se navazi vzorek pro srovndvaci zkousku (m gramd).

6.3.2  Stanoveni

kyseliny sirové (4.8). Protfepe se.

6.3.2.2 Kadinka se ponofi do smési ledu a soli tak, aby se teplota celku udrZela na + 2 °C. Pfilije se analyzovany
vzorek 6.3.1.1.

6.3.2.3 Rychle se potenciometricky titruje 0,1 N hydroxidem sodnym (4.9) za neustdlého tiepani a udrzovani teploty
mezi + 2 °C a + 4 °C (bod ekvivalence lezi mezi pH 9 a 11). Spotfebovany objem 0,1 N hydroxidu sodného
(4.9) se oznaci jako V..
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6.3.3  Slepy pokus
Roztok dodate¢né piipraveny podle bodu 6.3.2.1 se titruje za podminek popsanych v bodech 6.3.2.
Spotiebovany objem 0,1 N hydroxidu sodného (4.9) se oznaci jako V..

6.3.4  Srovndvaci zkouska

Acidita nebo alkalita analyzovaného vzorku m’ se stanovi potenciometrickou titraci 0,1 N roztokem hydroxidu
sodného (4.9) nebo 0,1 N kyseliny sirové (4.8). Spotiebovany objem 0,1 N hydroxidu sodného nebo 0,1 N
kyseliny sirové se oznaci jako v.

6.3.5  Pozndmky
Piisné dodrzeni pfedepsanych podminek je dulezité.

Stanoveni je mozno provést za piitomnosti thymolftaleinu (4.14) jako indikatoru.

7. VYJADRENI VYSLEDKU
7.1 Vypocet pro kolorimetrickou metodu

711 A2 se odecte od Al a z kalibracni kiivky (6.2.5.5) se v mikrogramech odecte mnozstvi formaldehydu C
v roztoku analyzovaného vzorku (6.2.1.3).

7.1.2 S pomoci nésledujiciho vzorce se vypocte obsah formaldehydu ve vzorku v hmotnostnich procentech (% m/m):

C
10° x m

obsah formaldehydu v % =

.....

7.2 Vypocet pro titraéni metodu s hydrogensifi¢itanem

Pro neutrdlni prostiedek je hodnota v samoziejmé nulova.

7.2.1  V pripadé kyselého prostiedku:

0,30 (Vz — V] + V)

obsah formaldehydu v % = -

7.2.2 V piipadé alkalického prostiedku:

0,30 (Vz — V] — V)

obsah formaldehydu v % = p~

7.3 Pozndmka

Jestlize se vysledky obou metod lisi, pfijme se pouze niz$i hodnota.

8. OPAKOVATELNOST (')

Pfi obsahu formaldehydu 0,2 % by nemél rozdil dvou stanoveni provedenych soucasné se stejnym vzorkem

(') Viz norma ISO 5725.
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4.1

4.2

4.3

4.4

4.5

4.6

4.7

4.8

4.9

4.9.1

4.9.2

V. STANOVENI RESORCINOLU V SAMPONECH A VLASOVYCH LOTIONECH

ROZSAH A OBLAST POUZITI

V této metodé je specifikovano stanoveni resorcinolu v Samponech a vlasovych lotionech plynovou chromato-
grafif. Metoda je vhodnd pro koncentrace od 0,1 do 2,0 hmotnostnich procent vzorku.

DEFINICE

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

PODSTATA METODY

Resorcinol a 3,5dihydroxytoluen (5methylresorcinol) pfiddvany jako vnitini standard se ze vzorku oddéli
chromatografii na tenké vrstvé. Obé slouceniny se izoluji seskrabanim jejich skvrn z horni vrstvy desky
a extrakci methanolem. Nakonec se vyextrahované slouceniny vysusi, podrobi silylaci a stanovi se plynovou
chromatografii.

REAKCNI CINIDLA

Vsechna reakéni ¢inidla musi byt cistoty p.a.

25 % kyselina chlorovodikovéd (m/m)

Methanol

Ethanol 96 % (v/[v)

Silikagelové desky pro chromatografii na tenké vrstvé piipravené k pouziti (plastové nebo hlinikové)
s fluorescenénim indikdtorem. Desky se deaktivuji ndsledujicim postupem: béznd silikagelovd deska se nastiikd
vodou, dokud se povrch neleskne. Nastitkané desky se nechaji schnout pii pokojové teploté jednu az tii hodiny.

Pozndmka

Bez deaktivace miZze dochdzet ke ztrdtdim resorcinolu v dusledku ireverzibilni adsorpce na silikagelu.

Vyvijeci rozpoustédlo: aceton — chloroform — kyselina octovd (20: 75: 5 objemove).

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

Roztok vnitintho standardu: rozpusti se 400 mg 3,5dihydroxytoluenu (DHT) ve 100 ml 96 % ethanolu (4.3) (1
ml odpovidd 4000 pg DHT).

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

Silyla¢ni ¢inidla:

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

Hexamethyldisilazan (HMDS)
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4.9.3  Trimethylchlorsilan (TMCS)

5. PRISTROJE A POMUCKY

5.1 Bézné vybaveni pro chromatografii na tenké vrstvé a plynovou chromatografii
5.2 Sklenéné laboratorni nddobi

6. POSTUP

6.1 Pfiprava vzorku

6.1.1 Do kddinky na 150 ml se pfesné navdzi zkuSebni vzorek (m gramt) vyrobku, ktery obsahuje asi 20 az 50 mg
resorcinolu.

6.1.2  Okyseli se kyselinou chlorovodikovou (4.1) do kyselé reakce (je potieba p¥iblizné 2 az 4 ml), pfidd se 10 ml
(40 mg DHT) roztoku vnitintho standardu (4.7) a promichd se. Ethanolem (4.3) se pfevede do odmérné banky
na 100 ml, doplni se ethanolem po rysku a promichd.

6.1.3 250 pl roztoku (6.1.2) se nanese na deaktivovanou desku se silikagelem (4.4) jako nepferuSovand linie o délce
piiblizné 8 cm. Je tieba dbdt na to, aby linie byla co nejuzsi.

6.1.4 Na stejnou desku se stejnym zptsobem (6.1.3) nanese 250 pl smési standard( (4.8).
6.1.5 Do dvou bodi startovaci linie se nanese po 5 pl roztoki 4.6 a 4.7 k usnadnéni lokalizace skvrn po vyvoldni.

6.1.6 Deska se vyviji v nenasycené komofe naplnéné vyvijecim rozpoustédlem 4.5, dokud celo rozpoustédla
nedosdhne vzdalenosti 12 ¢cm od startovaci linie; obvykle to trvd asi 45 minut. Deska se ususi na vzduchu
a zona resorcinolu/DHT se lokalizuje pod kritkovinnym UV svétlem (254 nm). Obé tyto slouceniny maji
piiblizné stejnou hodnotu Rf. Poloha pdsti se vyznaci tuzkou ve vzddlenosti 2 mm od vnéjstho tmavého
rozhrani pést. Tyto zony se z desky odstrani a adsorbenty kazdého pdsu se shromédzdi v lahvi na 10 ml.

6.1.7  Adsorbent obsahujici vzorek a absorbent obsahujici smés standardii se extrahuji ndsledujicim zpasobem:

pfidaji se 2 ml methanolu (4.2) a extrahuje se jednu hodinu za neustdlého michdni. Smés se zfiltruje a extrakce
se opakuje po dobu dalsich 15 minut se 2 ml methanolu.

6.1.8  Extrakty se spoji a rozpoustédlo se nechd pies noc odpafit ve vakuovém exsikdtoru naplnéném vhodnym
susicim prostiedkem. Nezahfivé se.

6.1.9  Odparky (6.1.8) se silyluji zptisobem popsanym v bodu 6.1.9.1 nebo 6.1.9.2.

6.1.9.1 Mikrostiikackou se pfidd 200 pl BSTFA (4.9.1) a smés se nechd v uzaviené nddobé 12 hodin pfi pokojové
teploté.

6.1.9.2 Mikrostitkackou se postupné piidd 200 pl HMDS (4.9.2) a 100 pl TMCS (4.9.3), smés se zahfivd v uzaviené
nadobé 30 minut na 60 °C. Smés se ochladi.

6.2 Plynovd chromatografie
6.2.1  Chromatografické podminky

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

R:2d’ (I‘Q—I‘l)

w1+ W
kde:
r ar, = retencni ¢asy dvou piki v minutdch,
w, aw, = sitky ptki v poloviné vysky pikii v mm,

d = rychlost posuvu papiru v mm za minutu.
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Nasledujici kolona a podminky pro plynovou chromatografii se ukdzaly jako vhodné:

Material kolony: korozivzdorna ocel
Délka 200 cm
Vnitini pramér: ~ 3 mm
Naépli: 10 % OV17 na Chromosorbu WAW, 100 az 120 mesh

Plamenovy ioniza¢ni detektor

Teplotni rezim

Kolona: 185 °C (izotermdlni)
Detektor: 250 °C
Nastiik: 250 °C
Nosny plyn: dusik
Pratok: 45 ml/min

Pratoky vodiku a vzduchu se nastavi podle pokynt vyrobce.

6.2.2 Do plynového chromatografu se nastitkne 1 az 3 pl roztokd pfipravenych podle bodu 6.1.9. Pro kazdy roztok
(6.1.9) se provede pét ndstiiki, zméH se plochy pikii, vypocte se primér a pomér ploch piki: S = plocha piku
resorcinolu/plocha piku DHT.

7. VYPOCET

Koncentrace resorcinolu ve vzorku vyjidfend v hmotnostnich procentech (% m/m) je ddna vztahem:

. 4 Svzork
% resorcinolu = — x vzord

Sstandardni smesi

kde:

M = hmotnost zkusebniho vzorku v gramech (6.1.1),

ok = primérnd plocha piku podle bodu 6.2.2 pro roztok vzorku,

andand o = prumérnd plocha piku podle bodu 6.2.2 pro smés standardd.
8. OPAKOVATELNOST (')

Pro obsah resorcinolu asi 0,5 % by neméla absolutni hodnota rozdilu dvou stanoveni provedenych soucasné se
stejnym vzorkem piekrocit 0,025 %.

VI. STANOVENI METHANOLU VZHLEDEM K ETHANOLU NEBO PROPAN-2-OLU
1. ROZSAH A OBLAST POUZITI

V metod¢ je popsdna analyza methanolu ve vSech typech kosmetickych prostiedkd (véetné aerosoldl) plynovou
chromatografii.

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

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

3. PODSTATA METODY

Stanoveni se provadi plynovou chromatografii.

(') Viz norma ISO 5725.
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4. REAKCNI CINIDLA
Pouzivaji se reakéni ¢inidla Cistoty p.a.
4.1 Methanol
4.2 Absolutni ethanol
4.3 Propan-2-ol
4.4 Chloroform zbaveny alkoholii promytim vodou
5. PRISTROJE A POMUCKY
5.1 Plynovy chromatograf:
s tepelné vodivostnim detektorem pro aerosolové vzorky,
s plamenovym ioniza¢nim detektorem pro jiné nez aerosolové vzorky.
5.2 Odmérné banky na 100 ml
5.3 Pipety na 2 ml, 20 ml a 0 az 1 ml
5.4 Mikrostitkacky na 0 az 100 pl a 0 az 5 l

a (pouze pro aerosolové vzorky) specidlni plynotésnd injekéni stifkacka s posuvnym ventilem (viz obrdzek 5 (')
postup odbéru vzorkd).

6. POSTUP
6.1 Piiprava vzorku

6.1.1  Vzorky z vyrobki v obalech na aerosoly se odebiraji postupem podle kapitoly II piilohy ke smérnici Komise
80/1335/EHS ze dne 22. prosince 1980 () a poté se analyzuji plynovou chromatografii za podminek
popsanych v bodu 6.2.1.

6.1.2  Vzorky vyrobkd, které nejsou v obalech na aerosoly, odebirané postupem podle vyse uvedené kapitoly II se
ziedi vodou na koncentraci 1 aZ 2 % ethanolu & propan-2-olu a poté se analyzuji plynovou chromatografii za
podminek popsanych v bodu 6.2.2.

6.2 Plynovd chromatografie
6.2.1  Pro aerosolové vzorky se pouZije tepelné vodivostni detektor.
6.2.1.1 Néplni kolony je 10 % Hallcomid M18 na Chromosorbu WAW, 100 az 200 mesh.

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

7 d’ Iy — d’ I
Wi + Wy
kde:
rar, = retencni ¢asy dvou piki v minutdch,
w, aw, = sitky pikii v poloviné vysky piki v mm,
d = rychlost posuvu papiru v mm za minutu.

6.2.1.3 Tohoto rozliseni je mozno dosdhnout za nésledujicich podminek:

Materidl kolony: korozivzdornd ocel
Délka: 3,5 metru
Primér: 3 mm

Proud mustkem tepelné vodivostniho de- 150 mA
tektoru (katarometru):

() UK vést. L 383, 31.12.1980, s. 27.



13/sv. 6 Utedni véstnik Evropské unie 327
Nosny plyn: helium
Tlak: 2,5 bar
Pratok: 45 ml/min
Teplotni rezim:
Nistiik: 150 °C
Detektor: 150 °C
Kolona: 65 °C

Meéfeni plochy piki je mozno 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 ionizacni detektor.

6.2.2.2 Kolona musi poskytovat rozlideni R rovné nebo lepsi nez 1,5:

-

o

-
|

W1 aw2 =

d’ y)

reten¢ni Casy dvou pikil v minutdch
sitky pikd v poloviné vysky pikt v mm,

rychlost posuvu papiru v mm za minutu.

—d’ I
w1 + Wy

6.2.2.3 Tohoto rozliSeni je mozno dosdhnout za ndsledujicich podminek:

Materidl kolony: korozivzdorna ocel
Délka: 2 metry
Primér: 3 mm
Citlivost elektrometru: 8x101° A
Plyny:
Nosny plyn: dusik
Tlak: 2,1 bar
Pratok: 40 ml/min
Pomocny plyn: vodik
Tlak: 1,5 bar
Pratok: 20 ml/min
Teplotni rezim:
Nastfikovac: 150 °C
Detektor: 230 °C
Kolona: 120 az 130 °C
7. KALIBRACNI GRAF

7.1 Pro plynovou chromatografii podle bodu 6.2.1 (ndpln kolony Hallcomid M18) se pouziji nasledujici standardni
smési. Tyto smési se piipravi odméfenim pomoci pipet, ale pfesné mnoZstvi se stanovi zvdzenim pipety nebo

banky po kazdém piiddni.

Relativni koncentrace Methanol Ethanol r21e’t1)o Doplné hlorof bi
(% mjm): ml) propan2o oplnéno chloroformem na objem
(ml)
Priblizné 2,5 % 0,5 20 100 ml
Piiblizné 5,0 % 1,0 20 100 ml
Piiblizné 7,5 % 1,5 20 100 ml
Piiblizné 10,0 % 2,0 20 100 ml

Do chromatografu se nastfikuji 2 az 3 pl za podminek uvedenych v bodu 6.2.1.

Pro kazdou smés se vypoctou poméry ploch pikii (methanol/ethanol) nebo (methanol/propan2ol). Sestroji se

kalibra¢ni graf vynesenim:

na osu Xx:

na osu y:

mnozstvi methanolu vzhledem k ethanolu nebo propan-2-olu v %

pomér ploch pika (methanol/ethanol) nebo (methanol/propan-2-ol).
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7.2

Pro plynovou chromatografii podle bodu 6.2.2 (ndpln kolony Porapak QS nebo Chromosorb 105) se pouZiji
nasledujici standardni smési. Tyto smési se piipravi odméFenim pomoci pipet, ale pfesné mnoZstvi se stanovi
zvdzenim pipety nebo banky po kazdém pfiddni.

Relativni koncentrace Methanol Ethanol gekl)o Doplné d bi
(% mjm): (M) propan2o oplnéno vodou na objem
(ml)
Piiblizné 2,5 % 50 2 100 ml
Piiblizné 5,0 % 100 2 100 ml
Piiblizné 7,5 % 150 2 100 ml
Piiblizné 10,0 % 200 2 100 ml

Do chromatografu se nastiikuji 2 az 3 pl za podminek uvedenych v bodu 6.2.2.

Pro kazdou kalibracni smés se vypoctou poméry ploch pikii (methanolfethanol) nebo (methanol/propan2ol)
a sestroji se kalibracni graf vynesenim:

na osu x:  mnozstvi methanolu vzhledem k ethanolu nebo propan-2-olu v %

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

Kalibra¢ni graf musi byt piimkovy.
OPAKOVATELNOST (!)

Pii relativnim obsahu 5 % methanolu vzhledem k ethanolu nebo propan2olu by nemél rozdil dvou stanoveni
provedenych soucasné se stejnym vzorkem prekrocit 0,25 %.

(') Viz norma ISO 5725.



