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KOLMAS KOMISSION DIREKTIIVI,

annettu 27 piiviana syyskuuta 1983,

kosmeettisten valmisteiden koostumuksen tarkastamisessa tarvittavia analyysunenetelmla koske-
van jasenvaltioiden lainsiidinnon lihentamisesta

(83/514/ETY)

EUROOPAN YHTEISOJEN KOMISSIO, joka

ottaa huomioon Euroopan talousyhteisén perustamissopi-
muksen,

ottaa huomioon kosmeettisia valmisteita koskevan jisen-
valtioiden lainsdddannén lihentimisestd 27 paivand hei-
nikuuta 1976 annetun neuvoston direktiivin 76/768/
ETY(!), sellaisena kuin se on viimeksi muutettuna direk-
titvilli 83/341/ETY(?), ja erityisesti sen 8 artiklan 1
kohdan,

seki katsoo, ettd

direktiivissd 76/768/ETY siidetiin kosmeettisten valmis-
teiden virallisesta tarkastamisesta sen varmistamiseksi,
ettd kosmeettisten valmisteiden koostumusta koskevissa
yhteison sddnnoksissd asetettuja  vaatimuksia noudate-
taan,

kaikki tarvittavat analyysimenetelmit tulisi vahvistaa niin
pian kuin mahdollista; kaksi vaihetta timin tavoitteen
saavuttamiseksi on jo toteutettu miirittelemilld tietyt
menetelmidt komission direktiivissi 80/1335/ETY 3 ja
82/434/ETY(*), kolmantena vaiheena on vahvistaa mene-
telmit dikloorimetaanin ja 1,1,1-trikloorietaanin maarit-
timiseksi, 8-kinolinolin ja bis(8-hydroksikinolinium)sul-
faatin toteamiseksi ja maarittimiseksi, ammoniakin maa-
rittimiseksi, nitrometaanin toteamiseksi ja maarittimi-
seksi, hiusten kihertimiseen tai suoristamiseen seki ihok-
arvojen poistamiseen tarkoitetuissa valmisteissa olevan
merkaptoetikkahapon toteamiseksi ja maarittimiseksi,
heksaklorofeenin (INN) toteamiseksi ja maarittimiseksi,
natriumtosyylikloramidin (INN) mairan maairittimiseksi,

) EYVL N:o L 262, 27.9.1976, s. 169
) EYVL N:o L 188, 13.7.1983, s. 15

%) EYVL N:o L 383, 31.12.1980, s. 27
) EYVL N:o L 185, 30.6.1982, s. 1

hammastahnojen kokonaisfluoripitoisuuden maarittami-
seksi, orgaanisten elohopeayhdisteiden toteamiseksi ja
madarittimiseksi, alkalisulfidien ja maa-alkalisulfidien
maarittimiseksi, ja

tassd direktiivissd sdidetyt toimenpiteet ovat direktiivin

76/768/ETY mukauttamista tekniikan kehitykseen kisit-
televin komitean lausunnon mukaiset,

ON ANTANUT TAMAN DIREKTIIVIN:

1 artikla

Jasenvaltioiden on toteutettava kaikki tarvittavat toimen-
piteet sen varmistamiseksi, etti kosmeettisten valmistei-
den virallisissa tarkastuksissa:

— dikloorimetaanin ja 1,1,1-trikloorietaanin maarittimi-
nen,

— 8-kinolinolin ja bis(8-hydroksikinolinium)sulfaatin to-
teaminen ja mairittiminen,

— ammoniakin mairittiminen,

— nitrometaanin toteaminen ja maarittiminen,

— hiusten kihertimiseen tai suoristamiseen seki thokar-
vojen poistoon tarkoitetuissa valmisteissa olevan mer-

kaptoetikkahapon toteaminen ja miirittiminen,

— heksaklorofeenin (INN) toteaminen ja mairittimi-
nen,

~— natriumtosyylikloramidin (INN) mairin madrittami-
nen,

— hammastahnojen kokonaisfluoripitoisuuden maaritta-
minen,

— orgaanisten elohopeayhdisteiden toteaminen ja maii-
rittiminen,
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— alkalisulfidien ja maa-alkalisulfidien mairittiminen, 3 artikla

suoritetaan liitteessd selostettujen menetelmien mukai- ‘

sesti. Tama direktiivi on osoitettu kaikille jasenvaltioille.
2 artikla

Jdsenvaltioiden on saatettava timin direktiivin noudatta- Tehty Brysselissa 27 piivind syyskuuta 1983.

misen edellyttimit lait, asetukset tai hallinnolliset mii-

riykset voimaan viimeistddan 31 pdivinid joulukuuta

Komission puolesta
1984.

Frans ANDRIESSEN

Niiden on ilmoitettava tista komissiolle viipymatta. Komission jdsen
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LIITE

DIKLOORIMETAANIN JA 1,1,1-TRIKLOORIETAANIN MAARITYS

TARKOITUS JA SOVELTAMISALA

Timi menetelmi soveltuu dikloorimetaanin (metyleenikloridin) ja 1,1,1-trikloorietaanin (metyylikloroformin)
midritykseen kaikissa kosmeettisissa valmisteissa, joiden voidaan olettaa sisiltdvin kyseisid liuottimia.

~MAARITELMA

Tilld menetelmalla madritetyt naytteen dikloorimetaani-a ja 1,1,1-trikloorietaani-pitoisuudet ilmoitetaan paino-
prosentteina.

PERIAATE

Menetelmd kayttda kaasukromatografiaa kloroformin ollessa sisdisend standardina.
REAGENSSIT

Kaikkien reagenssien on oltava analyysilaatua.

Kloroformi (CHCI;).

Hiilitetrakloridi (CCly).

Dikloorimetaani (CH,Cl,).

1,1,1-trikloorietaani (CH3;CCls).

Asetoni.

Typpi.

LAITTEET

Tavallinen laboratoriolaitteisto.

Kaasukromatografinen systeemi ja limmonjohtokykydetektori.
50—100 ml siirtopullo (katso niytteenottomenetelmi $.3)(1).

25 tai SO ul painekaasuruisku (katso niytteenottomenetelma 5.4.2.2)(}).

MENETTELY

Ei-paineistettu niyte: niyte punnitaan tarkasti lasitulpalliseen erlenmeyerpulloon. Lisitian sisdiseksi standar-
diksi kloroformia (4.1) tarkoin punnittu maira, yhtd paljon kuin naytteessa oletetaan olevan dikloorimetaania
ja 1,1,1-trikloorietaania. Sekoitetaan hyvin.

(") EYVL N:o L 383, 31.12.1980, s. 27



128 Euroopan yhteisdjen virallinen lehti 13/Nide 13

6.2 Paineistettu ndyte: kaytetddn niytteenottokohdassa kuvattua menetelmii seuraavin muutoksin:

6.2.1 Kun niyte on siirretty siirtopulloon (5.3) lisdtiin siirtopulloon kloroformia (4.1) sisdiseksi standardiksi sama
maird kuin niytteessd oletetaan olevan dikloorimetaania ja 1,1,1-trikloorietaania. Sekoitetaan perusteellisesti.
Venttiilin kuollut tilavuus huuhdellaan 0,5 ml:lla hiilitetrakloridia (4.2). Kuivauksen jilkeen mairitetadn lisityn
sisdisen standardin massa tarkasti Jaskemalla erotus.

6.2.2 Kun ruisku on tiytetty niytteelld, ennen niytteen ruiskuttamista kromatografiin, ruiskun pdi on puhdistettava
typelld (4.6) niin, ettei siind ole jaidmii.

6.2.3 Jokaisen nidytteen ottamisen jilkeen venttiilin pinta ja liitoskappale on huuhdeltava useita kertoja asetonilla
(4.5) (kaytettdessd vaatimusten mukaista injektioruiskua) ja sitten kuivattava perusteellisesti typelld (4.6).

6.2.4 Jokaista analyysia varten on mittaukset tehtidva kahdella eri siirtopullolla ja viisi mittausta kullakin pullolla.
7. KROMATOGRAFIAN AJO-OLOSUHTEET
7.1 Esikolonni

Kolonnit: ruostumatonta terasta.
Pituus: 300 mm.
Halkaisija: 3 tai 6 mm.

Pakkaus: sama materiaali kuin analyyttisen kolonnin pakkauksessa.

7.2 Kolonni

Stationiddrifaasi on valmistettu Hallcomid M 18:sta (kantajana chromosorb). Kolonnin resoluution ”R” on
oltava 1,5 tai parempi, jossa:

R = d(rn-1)
Wl + Wz
merkitddn: -
ry ja'rz = retentioajat {minuutteina),
Wi ja W, = piikkien puolileveydet (millimetreina),
& = piirturin nopeus (millimetreini minuutissa). .
7.3 Esimerkiksi seuraavat kolonnit antavat toivottuja tuloksia:
Kokonni I I
Materiaali: ) Ruostumaton terﬁsputkisto Ruostumaton teridsputkisto
Pituus: 350 cm 400 cm
Halkaisija: 3 mm 6 mm
Kantaja-aine: . :
chromosorb: WAW WAW-DMCS-HP
seula-analyysi: 100—120 mesh 60—80 mesh
Stationiirifaasi: Hallcomid M18, 10 % Hallcomid M18, 20 %

Lampétilat saattavat vaihdella laitteiston funktiona. Esimerkeissd ne on sdidetty seuraavasti:

Kolonni I I
Lampotilat:
kolonni: : 65 °C 75°C
injektori: 150 °C 125 °C
detektori: 150 °C 200 °C
Kantajakaasu: ) )
helium virausnopeus: 45 ml/min 60 ml/min
tulopaine: 2,5 bar 2 bar

Injektio: 15 wl 15 wl
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8. SEOS VASTEKERTOIMEN SELVITTAMISTA VARTEN

Valmista seuraava huolellisesti punnittu seos lasitulpalliseen erlenmeyerpulloon:
Dikloorimetaani (4.3), 30 % (m/m).

1,1,1-trikloorietaani (4.4), 35 % (m/m).

Kloroformi (4.1), 35 % (m/m).

9. TULOSTEN LASKEMINEN

9.1 Vastekertoimen laskeminen aineelle “p” sisiiseksi standardiksi valitun aineen “a” suhteen

9

Ensimmadinen aine olkoon ”p”, jossa:

k, = aineen vastekerroin,
m, = aineen massa seoksessa,

A, = aineen piikin pinta-ala.

9 9

Toinen aine olkoon ”a”, jossa:

k, = aineen vastekerroin, (annettu arvo yksi),

M, = aineen massa seoksessa,

A, = aineen piikin pinta-ala,
silloin:

m, x A,

k, =
M, x A

Esimerkiksi seuraavat vastekertoimet on saatu tulokseksi (kloroformille: k = 1):

Dikloorimetaani: ky = 0,78 £ 0,03
1,1,1-trikloorietaani: k; = 1,00 £ 0,03

9.2 Lasketaan dikloorimetaanin ja 1,1,1-trikloorietaanin mdird analysoitavassa niytteessi % (mim)

Merkitian:

m, = lisityn kloroformin massa (grammoina),
M; = analysoitavan ndytteen massa (grammoina),
A, = kloroformipiikin pinta-ala,

A; = dikloorimetaanipiikin pinta-ala, -

A, = 1,1,1-trikloorietaanipiikin pinta-ala,

silloin:
% (m/m) CH,Cl, = ToX Aj x ky x 100
A, x M.
% (m/m) CHyCCl; = Max Az x ka x 100 .
A, x M
10. TOISTETTAVUUS(!)

Dikloorimetaani- tai 1,1,1-trikloorietaani-pitoisuuden ollessa 25 % (m/m) kahden samasta niytteestd suoritetun
rinnakkaismairityksen vilinen ero ei saa olla suurempi kuin absoluuttinen arvo 2,5 % (m/m).

(') Standardin ISO 5725 mukaisesti.
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8-KINOLINOLIN JA BIS(8-HYDROKSIKINOLINIUM)SULFAATIN TOTEAMINEN JA MAARITTAMINEN

1. TARKOITUS JA SOVELTAMISALA

Tami menetelmi soveltuu 8-kinolinolin ja sen sulfaatin toteamiseen ja niiden mairdn mairittamiseen.

2. MAARITELMA

Tilld menetelmilli mdiritetyt ndytteen 8-kinolinoli- ja bis(8-hydroksikinolinium)sulfaatti-pitoisuudet ilmoite-
taan painoprosentteina 8-kinolinolia.

3. PERIAATE

3.1 Toteaminen

Toteamisessa kaytetain ohutkerroskromatografiaa.

3.2 Mairittiminen

Maairitys tehdddn spektrofotometrilla 410 nm:ssi kuparikompleksille, joka saadaan reaktiosta Fehlingin
liuoksen kanssa.

4. REAGENSSIT

Kaikkien reagenssien on oltava analyysilaatua.

4.1 8-kinolinoli.

4.2 Bentseeni. Kasiteltdessd bentseenid on otettava huomioon, etti se on erittdin myrkyllista.
4.3 Kloroformi.

4.4 Natriumhydroksidin vesiliuos, 50 % (m/m) liuos.

4.5 Kuparisulfaattipentahydfaatti.

4.6 Kaliumnatriumtartraatti.

4.7 1 N suolahappoliuos.

4.8 1 N rikkihappo.

4.9 1 N natriumhydroksidilivos.

410 Etanoli.

4.11 1-butanoli.

4.12 Jaaetikka.
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4.13

4.14

4.15

4151

4.15.2

4.16

4.17

4.18

4.19

4.20

4.21

4.22

4.23

5.1

5.2

5.3

0,1 M suolahappo.

”Celite 545” tai vastaava.

Mittaliuokset

Punnitaan 100 mg 8-kinolinolia (4.1) 100 ml:n mittapulloon. Liuotetaan pieneen mairai rikkihappoa 1 N
(4.8). Lisdtddn rikkihappoa 1 N (4.8) merkkiin saakka.

Punnitaan 100 mg 8-kinolinolia 100 ml:n mittapulloon. Liuotetaan etanoliin (4.10). Lisdtddn etanolia (4.10)
merkkiin saakka ja sekoitetaan.

Feblingin liuos

Liuos A

Punnitaan 7 g kuparisulfaattipentahydraattia (4.5) 100 ml:n mittapulloon. Liuotetaan pieneen vesimiiriin.
Lisdtdan vettd merkkiin saakka ja sekoitetaan.

Liuos B
Punnitaan 35 g kaliumnatriumtartraattia (4.6) 100 ml:n mittapulloon. Liuotetaan 50 ml:aan vettd. Lisatain 20
ml natriumhydroksidia (4.4). Lisitadn vettd merkkiin saakka ja sekoitetaan. Vilittomaisti ennen kiyttod

pipetoidaan 10 ml livosta A ja 10 ml liuosta B 100 ml:n mittapulloon. Tdytetddn vedelld merkkiin saakka ja
sekoitetaan.

Ajoliuokset ohutkerroskromatografiaa varten

1 : 1-butanoli (4.11)/jadetikka (4.12)/ vesi (80:20:20; v/v/v).

II : Kloroformi 4.13)/jaietikka (4.12) (95:5;v/v).
2,6-dikloori-4-(kloroimino)sykloheksa-2,5-dienoni, 1 % (m/v) liuos etanolissa (4.10).
Natriumkarbonaatti, 1 % (m/v) vesilinos.

Etanoli (4.10), 30 % (v/v) vesiliuos.

Dinatriumdivetyetyleenidiamiinitetra-asetaatti, 5§ % (m/v) vesiliuos.

Puskurilivos, pH 7

Punnitaan 27 g vedetonti kaliumdivetyortofosfaattia ja 70 g dikaliumvetyortofosfaattitrihydraattia yhden litran
mittapulloon. Taytetain vedella merkkiin saakka.

Valmiit obutkerroslevyt

Valmiit 0,25 mm:n ohutkerroslevyt (kuten Merck Kieselgel 60 tai vastaavat). Ennen kdyttod suihkuta levyt 10
ml:lla reagenssia (4.21) ja kuivata 80 °C:ssa.

LAITTEET

100 ml:n keittopullo, hioksella.

Mittapulloja.

10 ja § mln mittapipetteja.
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54 20, 15, 10 ja 5 mlin pallopipetteja.

5.5 100, 50 ja 25 mkn erotussuppiloita.

5.6 Laskostettu suodatinpaperi, halkaisija 90 mm.

5.7 Pyo6rohaihdutin.

5.8 Palautusjaihdytin, hioksella.

5.9 Spektrofotometri. -

5.10 10 mm:n kyvetteja.

511 Kuumennettava sekoitin.

5.12 Lasiset kromatografiakolonnit, joiden mitat ovat : pituus 160 mm, halkaisija 8 mm, alapaisti kapeneva ja siina

lasivillatulppa sekd ylapadssd suutin paineen kiyttod varten.

6. MENETTELY
6.1 Toteaminen
6.1.1 Nestemadiset ndytteet

6.1.1.1  Koendytteen osan pH-arvo siddetddn 7,5:een ja 10 ul tapla pipetoidaan esikasitellyn pithappogeelilevyn (4.23)
aloitusviivalle.

6.1.1.2 10 ja 30 ul:n taplit mittalivosta (4.15.2) pipetoidaan kahteen muuhun kohtaan aloitusviivalle, jonka jilkeen
levy kehitetian jommassa kummassa eluointiaineessa (4.17).

6.1.1.3  Kun liuoksen etureuna on edennyt 150 mm, levy kuivataan 110 °C:ssa (15 minuuttia). UV-lampun (366 nm)
: alla 8-kinolinoli -taplat fluoresoivat keltaisina.

6.1.1.4  Levy suihkutetaan natriumkarbonaattiliuoksella (4.19). Kuivataan ja suihkutetaan 2,6-dikloori-4-(kloroimino-
)sykloheksa-2,5-dienoniliuoksella (4.18). 8-kinolinoli tulee nikyviin sinisena taplini.

6.1.2 Kiintedt ndytteet tai voiteet

6.1.2.1 Dispergoidaan 1 g ndytettd 5 ml:an puskuriliuosta (4.22). Sitten se siirretdin 10 mln avulla kloroformia (4.3)
erotussuppiloon ja ravistetaan. Kloroformikerroksen erottauduttua vesikerros uutetaan vield kaksi kertaa 10
ml:lla kloroformia (4.3). Yhdistetyt ja suodatetut kloroformiuutteet haihdutetaan lihes kuiviksi 100 mkn
keittopullossa (5.1) pyorohaihduttimessa (5.7). Jadnnos liuotetaan 2 ml:an kloroformia (4.3) ja pipetoidaan 10
ja 30 wl taplit ndin saatua livosta piithappogeelilevylle (4.23) samalla tavalla kuin menetelmissi, joka on
selostettu 6.1.1.1 kohdassa. :

6.1.2.2  Pannaan 10 ja 30 ul mittalivosta (4.15.2) levylle ja jatketaan 6.1.1.2—6.1.1.4 kohdassa kerrotulla tavalla.

6.2 Mdaritys
6.2.1 Nestemdiset ndytteet

6.2.1.1  Punnitaan § g ndytettd 100 mln keittopulloon. Lisitddn 1 ml rikkihappoliuosta (4.8) ja seos haihdutetaan
melkein kuiviin vakuumissa 50 °C:ssa. )
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6.2.1.2

6.2.1.3

6.2.1.4

6.2.2

6221

6.2.2.2

6.2.2.3

6.2.2.4

6.2.2.5

6.2.2.6

8.1

Jaannés linotetaan 20 ml:an lamminta vettd. Se siirretdan 100 ml:n mittapulloon. Huuhdellaan kolme kertaa 20
ml:lla vetti. Lisitddn vettd 100 ml:in merkkiin saakka ja sekoitetaan.

Otetaan pipetilli 5 ml titd liuvosta S0 ml erotussuppiloon (5.5). Lisdataan 10 ml Fehlingin livosta (4.16).
Uutetaan saatu 8-kinolinoli kuparikompleksi [oxinekupari {ISO)] kolme kertaa 8 ml:lla kloroformia (4.3).

Suodatetaan ja keritddn kloroformikerrokset 25 ml:n mittapulloon (5.2). Taytetdaan merkkiin saakka klorofor-
milla (4.3) ja ravistetaan. Mitataan keltaisen nesteen absorbanssi kloroformia vastaan 410 nm:ssi.

Kiintedt ndytteet tai voiteet

Punnitaan 0,500 g naytettd 100 ml:n keittopulloon (5.1). Lisatddn 30 ml bentseenii (4.2) ja 20 ml suolahappoa
(4.7). Keitetadan pullon sisiltdad jazhdyttimen alla sekoittaen 30 min.

Pullon sisalto siirretddn 100 ml:in erotussuppiloon (5.5). Huuhdotaan 5 mlblla 1 N suolahappoliuosta (4.7).
Vesifaasi siirretaan keittopulloon (5.1) ja bentseenifaasi pestain § ml:lla suolahappoa 1 N (4.7).

Jos tutkittavana on emulsioita, jotka estdvit jatkokisittelyn, sekoitetaan 0,500 g niytettd ja 2 g Celite 545
(4.14), jolloin muodostuu vapaasti virtaava jauhe. Seos siirretdin pieninid annoksina lasiseen kromatografiako-
lonniin (5.12).

Kolonnin tdyte tiivistetadn jokaisen lisiyksen jilkeen. Heti kun kaikki seos on siirretty kolonniin eluoidaan
suolahapolla (4.13) niin, ettd 10 ml eluaattia saadaan noin 10 minuutissa (mikali vilttimatonts, eluointi
voidaan suorittaa kevyen typpipaineen alaisena). Eluoinnin aikana on varmistettava, ettd kolonnin tiytteen
pinnalla on koko ajan suolahappoa. Ensimmaiiset 10 ml eluaattia kisitelliin edelleen 6.2.2.4 kohdassa
selostelulla tavalla.

Kerityt vesifaasit (6.2.2.2) tai eluaatti (6.2.2.3) haihdutetaan lihes kuiviin pyéréhaihduttimeséa vakuumissa.

Jaannos livotetaan 6 ml:an natriumhydroksidilivosta (4.9). Lisdtdin 20 ml Fehlingin liuosta (4.16) ja pullon
sisdlté kaadetaan 50 mkn erotussuppiloon (5.5). Pullo huuhdotaan 8 ml:lla kioroformia (4.3). Ravistetaan ja
kloroformifaasi suodatetaan 50 ml:n mittapulloon (5.2).

Uutto toistetaan kolme kertaa kiyttien 8 ml kloroformia (4.3). Kloroformifaasit suodatetaan ja keritiin S0 ml
pulloon. Taytetaan merkkiin kloroformilla (4.3) ja ravistetaan. Keltaisen nesteen absorbanssi mitataan klorofor-
mia (4.3) vastaan 410 nm:ssa.

STANDARDIKAYRA

Neljaan 100 ml:in keittopulloon (5.1), joissa jokaisessa on 3 ml 30 % vesi-etanoliliuvosta (4.20) pipetoidaan 5,
10, 15, ja 20 ml mairat mittalivosta (4.15.1), mitkd vastaavat 5, 10, 15 ja 20 mg 8-kinolinolia. Jatketaan 6.2.1
kohdassa selostetulla tavalla.

TULOSTEN LASKEMINEN

Nestemdiset ndytteet
8-kinolinolin pitoisuus (prosentteina (m/m)) = % x 100

a = S—kinoliholi_n massa milligrammoina standardikayralla (7),

3
I

ndytteen (6.2.1.1) méssa (milligrammoina).
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8.2. Kiintedt ndytteet tai voiteet

8-kinolinolin pitoisuus (prosentteina (m/m)) = %x 100

jossa:
a = 8-kinolinolin massa milligrammoina standardikayrilli (7),
m = ndytteen (6.2.1.1) massa (milligrammoina).

9. TOISTETTAVUUSY

8-kinolinolin pitoisuuden ollessa noin 0,3 % kahden samasta niytteestd suoritetun rinnakkaismaarityksen
vilinen ero ei saa ylittda absoluuttista arvoa 0,02 %.

AMMONIAKIN MAARITYS

1. TARKOITUS JA SOVELTAMISALA

Tissa kohdassa selostetaan vapaan ammoniakin mairitys kosmeettisissa valmisteissa.

2. MAARITELMA

Tilla menetelmalld méaritetyt ndytteen ammoniakkipitoisuudet ilmoitetaan painoprosentteina ammoniakkia.

3. PERIAATE
Bariumkloridiliuosta lisdtdan vesi-metanoliseokseen linotettuun kosmeettisen valmisteen niytteeseen. Mahdolli-
sesti muodostuva sakka suodatetaan tai sentrifugoidaan pois. Timi toimenpide estii ammoniakin hiviimisen
hoyrytislauksen aikana tietyistd ammoniakin suoloista, esimerkiksi ammoniumkarbonaatista ja ammoniumvety-

karbonaatista seki rasvahappojen sueloista, poikkeuksena ammoniumasetaatti.

Ammoniakki hoyrytislataan suodoksesta tai sakan paalld olevasta nesteestd ja se mairitetdan joko potentiome-
triselld tai muulla titrauksella.

4. REAGENSSIT

Kaikkien reagenssien on oltava analyysilaatua.

4.1 Metanoli.

4.2 Bariumklorididihydraattilivos, 25 % (m/v).

4.3 Ortoboorihappoliuos, 4 % (m/v).

4.4 Rikkihappo, 0,5 N mittaliuos.

4.5 Vaahdonestoaine.

4'6; Natriumhydroksidi, 0,5 N mittaliuos.

4.7 Ind-illfaattori: sekoitetaan § ml 0,1 % (m/v) metyylipunan etanoliliuosta 2 mhkaan 0,1 % (m/v) metyleenisinen
vesiltuosta.

(') Standardin ISO 5725 mukaisesti.
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5.1

52

5.3

5.4

5.5

6.1

6.2

6.3

6.4

6.5

6.6

6.7

6.8

71

LAITTEET

Tavallinen laboratoriolaitteisto.

Sentrifugi, jossa 100 ml:n korkilliset putket.
Hoyrytislauslaitteisto.

Potentiometri.

Lasielektrodi ja dimerkuridikloridi (kalomeli) vertailuelektrodi.

MENETTELY

100 ml:n mittapulloon punnitaan néyte, jonka massa (m) vastaa korkeintaan 150 mg ammoniakkia.

Lisatain 10 ml vettd, 10 ml metanolia (4.1) ja 10 ml bariumkloridiliuosta (4.2). Taytetdan 100 ml:ksi
metanolilla (4.1).

Sekoitetaan ja jatetaan yoksi jadkaappiin (5 °C).
Vield kylmi liuos suodatetaan tai sentrifugoidaan suljetuissa putkissa 10 minuutin ajan niin, etti saadaan

kirkas suodos tai pinnalle nouseva kerros.

‘
40 ml tatd kirkasta livosta otetaan pipetilla hoyrytislauslaitteeseen (5.3) ja tarvittaessa lisatdan 0,5 ml
vaahdonestoainetta (4.5).

Tislataan ja keratddn 200 ml tisletta 250 ml:n dekantterilasiin, jossa on 10 ml rikkihappomittalivosta (4.4)
ja 0,1-ml indikaattoria (4.7).

Takaisintitraa ylimaardinen happo natriumhydroksidimittaliuoksella (4.6).

Huomaa: Potentiometristd mittausta varten otetaan 200 ml tislettd 250 ml:n dekantterilasiin, jossa on
25 ml ortoboorihappoliuosta (4.3) ja se titrataan rikkihappomittaliuoksella (4.4) ja neutra-
lointikdyri piirretdan.

TULOSTEN LASKEMINEN

Tulosten laskeminen takaisintitrauksessa
Olkoon:

Vi = kaytetyn natriumhydroksidilinoksen 0,5 N tilavuus (4.6) (millilitroina),
Ty = sen molaarisuus (4.6),
T, = rikkihappoliuoksen 0,5 N (4.4) molaarisuuskerroin,

m = naytteen (6.1) massa (milligrammoina),

silloin:

(loTz—V1T1) x17 x 100_ (10T7_—V1 Tl) x4 250

NH; % (m/m) = L .
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7.2 Tulosten laskeminen suorassa potentiometrisessd titrauksessa
Merkitiin:
V; = kiytetyn rikkihappoliuoksen 0,5 N (4.4) tilavuus (millilitroina),
T, = sen (4.4) molaarisuus,
m = ndytteen (6.1) massa (milligrammoina),
silloin:
VoxTyx17x100 V;xTy;x4250
NH3%(m/m): 2X kaX x - 2X 12X
0,4 m m
8. TOISTETTAVUUS(})

Ammoniakkipitoisuuden ollessa noin 6 % kahden samasta niytteesta suoritetun rinnakkaismaidrityksen
vilinen ero ei saa ylittid absoluuttista arvoa 0,6 %.

NITROMETAANIN TOTEAMINEN JA MAARITTAMINEN

1. TARKOITUS JA SOVELTAMISALA

Tamd menetelmi soveltuu nitrometaanin toteamiseen ja maarittimiseen noin 0,3 %:n pitoisuuteen saakka
kosmeettisissa valmisteissa, jotka on pakattu aerosolitolkkeihin.

2. MAARITELMA

Tilld menetelmalla maéritetty naytteen nitrometaanipitoisuus ilmoitetaan painoprosentteina nitrometaania
koko painesumuttimen sisallosta.

3. PERIAATE

Nitrometaani tunnistetaan virireaktiolla. Nitrometaani maaritetdan kaasukromatografisesti sisdisen standar-
din lisiyksen jilkeen. ;

4. TOTEAMINEN

4.1 Reagénssit

Kaikkien reagenssien on oltava analyysilaatua.
411 Natriumhydroksidi 0,5 M liuos.
41.2 Folinin reagenssi

Liuotetaan 0,1 g natrium-3,4-divety-3,4-dioxonaftaleeni-1-sulfonaattia veteen ja laimennetaan 100 ml:ksi.

4.2 Menettely

1 ml:an naytetta lisitiin 10 ml ainetta 4.1.1 ja 1 ml ainetta 4.1.2. Violetti viri ilmaisee nitrometaanin
olemassaolon.

S. MAARITTAMINEN

5.1 Reagenssit

Kaikkien reagenssien on oltava analyysilaatua.

(") Standardin ISO 5725 mukaisesti.
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5.1.1

52
521

522

523

5.3

5.3.1

532

5.3.3

5.3.3.1

(") EYVL N:o L 383, 31.12.1980, s. 27

Kloroformi (sisdinen standardi 1).
2,4-dimetyyliheptaani (sisidinen standardi 2).
Etanoli, 95 %.

Nitrometaani.

Kloroformivertailulinos

Taarattuun 25 ml mittapulloon kaadetaan noin 650 mg kloroformia (5.1.1). Pullo ja sisilté punnitaan
tarkasti uudestaan. Taytetddan 25 mlian 95 % etanolilla (5.1.3). Punnitaan ja lasketaan klorofomin
painoprosentti kyseisessa liuoksessa.

2,4-dimetyylibeptaanivertailuliuos

Valmistetaan kloroformivertailuliuoksen kanssa samalla tavalla, mutta punnitaan 270 mg 2,4-dimetyylihep-
taania (5.1.2) 25 mln mittapulloon.

Laztteisto
Kaasukromatografi, jossa on liekki-ionisaatiodetektori.

Laitteisto aerosolien testaukseen (kuten siirtopullo, mikroruiskuliittimii) sellaisena kuin on selostettu 22
pdivini joulukuuta 1980 annetun komission direktiivin 80/1335/ETY(!) lLiitteessd olevassa II luvussa.

Tavallinen laboratoriolaitteisto.

Menettely
Nytteen esikasittely

Taarattuun 100 ml siirtopulloon, joka on tyhjennetty edelld direktiivin 80/335/ETY liitteessa olevan II luvun
5.4 kohdassa selostetulla tavalla, kaadetaan 5 ml jompaa kumpaa sisdistd standardia (5.1.5 tai 5.1.6).

Kéytetaan 10 tai 20 mbn lasiruiskua ilman neulaa. Ruiskuun on litetty siirtokappale edelli mainitun
neuvoston direktiivin II luvun § kohdassa selostetulla tavalla. Pullo punnitaan uudestaan niin, ettid pulloon
kaadettu maira voidaan maarictda.

Samalla menetelmalla siitretain kyseiseen pulloon noin 50 g niyteaerosolin sisdllostd. Punnitaan jilleen
uudelleen siirretyn ndytteen maarin mairittamiseksi. Sekoitetaan perusteellisesti.

Injektoidaan noin 10 wul kiyttden erityistd mikroruiskua (5.2.2). Injektoidaan § kertaa.

Standardin valmistaminen

50 ml:n mittapulloon mitataan tarkasti noin 500 mg nitrometaania (5.1.4) ja joko 500 mg kloroformia
(5.1.1) tai 210 mg 2,4-dimetyyliheptaania (5.1.2). Tiytetddn merkkiin saakka 95 % etanolilla (5.1.3).
Sekoitetaan huolellisesti. Siirretadn 5 ml titd liuosta 20 m! mittapulloon. Tiytetadn 95 % etanolilla (5.1.3)
merkkiin saakka. Injektoidaan noin 10 ul kiyttien erityisti mikroruiskua (5.2.2). Injektoidaan 5 kertaa.

Kaasukromatografian ajo-olosubteet
Kolonni

Kolonni on kaksiosainen, ensimmaisessd on taytteena didekyyliftalaattia Gas Chrom Q:ia, toisessa on
taytteend Ucon 50 HB 280X:34 Gas Chrom Q:ia. Valmistetun yhdistetyn kolonnin resoluution "R” on
oltava 1,5 tai parempi, jossa:
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5.3.3.2

5.3.3.3

5.3.34

6.1

6.2

olkoon:

rjar; = retentioajat (minuutteina),

WijaW, = piikkién puolileveydet (millimetreind),

d' = piirturin nopeus (millimetreind minuutissa).

Esimerkiksi seuraavat kaksi osaa antavat vaaditun resoluution:

Kolonni A:

Materiaali: ruostumaton teris.

Pituus: 1,5 m.

Halkaisija: 3 mm.

Tiyte: 20 % didekyyliftalaatti Gas Chrom Q:lla (100—120 mesh).

Kolonni B:

Materiaali: ruostumaton teris.

Pituus: 1,5 m.

Halkaisija: 3 mm.

Tayte: 20 % Ucon 50 HB 280X Gas Chrom Q:lla (100—120 mesh).
Detektori

Sopiva herkkyysasetus liekki-ionisaatiodetektorin elektrometrille on 8 x 10°1°A.
Liampotilat

Injektori: 150 °C,

Detektori: 150 °C,

Kolonni: 50—80 °C riippuen yksittaisista kolonneista ja laitteistosta.
Sopivat kaasut

Kantajakaasu: typpi.

Paine: 2,1 bar.

Virtaus: 40 ml/min.
Detektorin siddot: detektorin valmistajan ilmoittamat,

TULOSTEN LASKEMINEN

Vastekerroin nitrometaanille, laskettu subteessa kiytettyyn sisdiseen standardiin
Jos ”n” on nitrometaani:
olkoon:

ko = sen vastekerroin,

m, = sen massa seoksessa,

§» = sen piikin pinta-ala.

Jos ”c” on sisdinen standardi, kloroformi tai 2,4-dimetyyliheptaani:
olkoon:

m'. = sen massa (grammoina) seoksessa,

S'c = sen piikin pinta-ala,

silloin:

m', S’

n ’
m'. §y

(kn on laitteiston funktio).

Nitrometaanikonsentraatio ndytteessi

Jos ”n” on nitrometaani:
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4.1
411

4.1.1.1
4.1.1.2

4.1.2
4.1.21

4.1.2.2

olkoon: .

k, = sen vastekerroin,

S. = sen piikin pinta-ala.

Jos ”¢” on sisiinen standardi, kloroformi tai 2,4-dimetyyliheptaani:
olkoon:

m, = sen massa (grammoina) seoksessa,

S = sen piikin pinta-ala,

M = siirretyn aerosolin massa (grammoina),

silloin niytteessd on nitrometaania prosentteina % (m/m):

%x%xloo

TOISTETTAVUUS(!)

Nitrometaanipitoisuuden ollessa noin 0,3 % (m/m) kahden samasta niytteestd suoritétun rinnakkaismairi-
tyksen vilinen ero ei saa olla suurempi kuin absoluuttinen arvo 0,03 % (m/m).

MERKAPTOETIKKAHAPON TOTEAMINEN JA MAARITTAMINEN HIUSTEN KAHERTAMISEEN
JA SUORISTAMISEEN SEKA IHOKARVOJEN POISTAMISEEN TARKOITETUISSA VALMISTEISSA

TARKOITUS JA SOVELTAMISALA

- Tama menetelma soveltuu merkaptoetikkahapon toteamiseen ja madarittimiseen hiusten kihertimiseen tai

suoristamiseen sekd ihokarvojen poistamiseen tarkoitetuissa valmisteissa, joissa saattaa olla muitakin
pelkistimia.

MAARITELMA

Tilldi menetelmilld mairitetyt niytteen merkaptoetikkahappopitoisuudet ilmoitetaan pdinoprosentteina
merkaptoetikkahappoa.

PERIAATE

Merkaptoetikkahappo todetaan tiplikokeella ja ohutkerroskromatografisesti ja se mairitetiin jodometri-
sesti tai kaasu-kromatografisesti.

TOTEAMINEN

Toteaminen tiplikokeilla

Reagenssit

Kaikkien reagenssien on oltava analyysilaatua.

Lyijydi(asetaatti)paperi.

Suolahappoliuos (yksi osa vikevda suolahappoa ja yksi osa vetta).

Menettely ‘

Merkaptoetikkahapon toteaminen viarireaktiolla lyijydi(asetaatin) avulla.

Tiputetaan tippa analysoitavaa naytettd lyijydi(asetaatti)paperille (4.1.1.1). Jos voimakkaan keltainen viri
tulee nikyviin, niytteessd on todennikdoisesti merkaptoetikkahappoa.

Herkkyys: 0,5 %.

Epidorgaanisten sulfidien toteaminen rikkivedyn muodostumisesta happamissa olo-
suhteissa.

Pannaan koeputkeen muutama milligramma tutkittavaa ndytetta. Lisatadn 2 ml tislattua vettd ja 1 ml
suolahappoa (4.1.1.2). Muodostuu rikkivetyd, mikd on tunnistettavissa hajunsa vuoksi ja musta lyijysulfidi-
sakka muodostuu

lyijydi(asetaatti)paperille (4.1.1.1).
Herkkyys: 50 ppm.

(') Standardin ISO 5725 mukaisesti. -
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4.1.2.3

4.2

4.2.1

4.2.11
4.2.1.2
4.2.1.3
4214
4.2.1.5
4.2.1.6
4.2.1.7
4.2.1.8
42.1.9
4.2.1.10
4.2.1.11
4.2.1.12
4.2.1.13
4.2.1.14
4.2.1.15
4.2.1.16

4.2.1.16.1

4.2.1.16.2
4.2.1.17
4.2.1.17.1

4.2.1.17.2

4.2.1.17.3

4.2.1.17.4
4.2.1.18

4.2.1.18.1
4.2.1.18.2
4.2.1.18.3
4.2.1.18.4

42.1.18.5

Sulfiittien toteaminen rikkidioksidin muodostumisesta happamissa olosuhteissa.
Tehdédian kohdassa 4.1.2.2. selostetulla tavalla. Kuumennétaan kiehumapisteeseen. Rikkidioksidi on tunnis-
tettavissa hajustaan ja pelkistavistd ominaisuuksistaan esimerkiksi permanganaatti-ionien suhteen.
Toteaminen obutkerroskromatografisesti

Reagenssit

Kaikkien reagenssien on oltava analyysilaatua, ellei ole toisin mainittu.

Merkaptoetikkahappo (tioglykolihappo), 98 % vihimmaispuhtaus analysoidaan jodometrisesti.
2,2'-ditiodi(etikka)happo, 99 % vihimmadispuhtaus analysoidaan jodometrisesti.
2-merkaptopropionihappo (tiomaitohappo), 95 % vihimmaispuhtaus analysoidaan jodometrisesti.
3-merkaptopropionihappo, 98 % vihimmiispuhtaus analysoidaan jodometrisesti.
3-merkaptopropaani-1,2-dioli (1-tioglyseroli), 98 % vihimmaispuhtaus analysoidaan jodometrilla.
Ohutlevyt, piihappogeeli, valmiita, 0,25 mm paksuisia.

Ohutlevyt, alimiinioksidi, Merck F 254 E tai vastaava.

Suolahappo, vikevd, d*%4 = 1,19 g/ml.

Etyyliasetaatti.

Kloroformi.

Di-isopropyylieetteri.

Hiilitetrakloridi.

Jdaetikka.

Kaliumjodidi, 1 % (m/v) vesiliuos.

Platinatetrakloridi, 0,1 % (m/v) vesiliuos.

Eluentit

Etyyliasetaatti (4.2.1.9), kloroformi (4.2.1.10), di-isopropyylieetteri (4.2.1.11.) etikkahappo (4.2.1.13.) (20 :
20 : 10 : 10, tilavuussuhteet).

Kloroformi (4.2.1.10), etikkahappo (4.2.1.13)(90 : 20, tilavuussuhteet).
Virjaysreagenssit

Sekoitetaan juuri ennen kla'yttééi’ samassa tilavuussuhteessa livosta (4.2.1.14) ja linosta (4.2.1.15).
Bromiliuos, 5 % (m/v): |
Liuotetaan S g bromia 100 ml:aan hiilitetrakloridia (4.2.1.12).

Fluoreseiinilivos, 0,1 % (m/v):

Liuotetaan 100 mg fluoreseiinia 100 ml:aan etanolia.
Heksa-ammoniumheptamolybdaatti, 10 % (m/v) vesilinos.

Vertailuliuokset

Merkaptoetikkahappo (4.2.1.1), 0,4 % (m/v) vesiliuos.

2,2'-ditiodietikkahappo (4.2.1.2), 0,4 % (m/v) vesiliuos.

2-merkaptopropionihappo (4.2.1.3), 0,4 % (m/v) vesiliuos.
3-merkaptopropionihappo (4.2.1.4) 0,4 % (m/v) vesiliuos.

3-merkaptopropaani-1,2-dioli (4.2.1.5) 0,4 % (m/v) vesiliuos.
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4.2.2

4.2.3

4.2.3.1

4.2.3.2

4.2.3.3

4.2.3.4

Huomaa:

Laitteisto

Tavallinen ohutkerroskromatografialaitteisto.

Menettely

Niaytteiden kidsittely

Tehdidn happamaksi pH 1:en muutamalla tipalla suolahappoa (4.2.1.8) ja suodatetaan, mikali tarpeellista.

Tietyissd tapauksissa voi olla suositeltavaa laimentaa niyte. Jos ndin on tehtivd, ndyte tehdidin happamaksi
suolahapolla ennen laimennusta.

Eluointi

Levylle laitetaan 1 wl niytelinosta (4.2.3.1) ja yksi ul jokaista vertailulinosta (4.2.1.18). Kuivataan varovasti
heikossa typpivirrassa ja levy eluoidaan ajoliuoksilla {4.2.1.16.1 tai 4.2.1.16.2). Levy kuivataan niin nopeasti
kuin mahdollista tiolien hapettumisen minimoimiseksi.

Virjays

Levylle ruiskutetaan yhtid kolmesta reagenssista (4.2.1.17.1, .2.1.17.3 tai 4.2.1.17.4). Jos levy;lle ruiskutetaan
reagenssia (4.2.1.17.3), se jatkokasitellaan bromihoyrylld (esimerkiksi tankissa, jossa on reagenssia (4.2.1.17.2)
pienessd dekantterilasissa) kunnes tiplit tulevat nakyviin. Virjays suihkereagenssilla (4.2.1.17.4) onnistuu

ainoastaan jos ohutlevyn kuivausaika ei ole ylittinyt 30 minuuttia.

Tulkinta

Verrataan Rf-arvoja ja vireji standardeihin. Keskimdiriiset Rf-arvot annetaan alla olevassa taulukossa
summittaisiksi vertailuarvoiksi. Niiden arvo riippuu:

— ohutlevyn aktiivisuudesta kromatografia-ajon hetkella,

— kromatografiasiilion lampétilasta.

Esimerkkejd Re-arvoista, jotka on saatu piihappogeelilevylld

Eluentit
4.2.1.16.1 4.2.1.16.2
Merkaptoetikkahappo 0,25 0,80
2-merkaptopropionihappo : ) 0,40 0,95
2,2'-ditiodietikkahappo 0,00 0,35
3-merkaptopropionihappo ’ 0,45 0,95
3-merkaptopropaani-1,2-dioli 0,25 0,45 0,35

MAARITYS (ks. alaviite huomaa)

Maairitys on aina aloitettava jodometriselld menetelmalla.

Jodometria

Periaate

Mairitys tapahtuu hapettamalla ”-SH” -ryhmi jodilla happamissa olosuhteissa seuraavan yhtilén mukaisesti:
2 HOOC-CH,SH + I, — (HOOC-CH,-S); + 2 I~ + 2 H*

Reagenssit

Jodi, 0,1 N mittaliuos.

Merkaptoetikkahapon mairitys on suoritettava kiyttimittomille valmisteelle juuri aukaistusta pullosta hapettumisen estami-
seksi.
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5.1.3  Laitteisto
Tavallinen laboratoriolaitteisto.
5.1.4 Menettely

Punnitaan tarkasti 0,5 ja 1 g vililld oleva maira ndytettd 150 ml:n lasitulpalliseen erlenmeyerpulloon, jossa on
50 ml tislattua vettd. Lisitdin 5 ml suolahappoa (4.1.1.2) (liuoksen pH noin 0) ja titrataan jodiliuoksella
(5.1.2) kunnes keltainen viri tulee nikyviin. Kiytetiin indikaattoria (esimerkiksi tirkkelysliuosta tai hiilitetra-
kloridia) haluttaessa.

5.1.5 Tulosten laskeminen
Merkaptoetikkahappopitoisuus lasketaan seuraavan kaavan mukaan:

92 x n x 100 0,92 n

% (m/m) = =
1000 x 10 x m m
jossa:
m = d4dytteen massa (grammoina),
n = ytetyn jodilivoksen (5.1.2) tilavuus.

5.1.6 Huomiot

Jos tulos, joka on laskettu merkaptoetikkahappona on 0,1 % tai enemman alle vahvistetun enimmaiispitoisuu-
den, ei ole syytd suorittaa jatkomdirityksid. Jos tulos on yhtdsuuri kuin sallittu enimmadispitoisuus tai siti
suurempi ja toteamisen yhteydessi on ilmennyt, etti siini on useita pelkistivid aineita, on vilttimitontad
suorittaa kaasukromatografinen maiiritys.

5.2 Kaasukromatografia
521 Periaate

Merkaptoetikkahappo erotetaan tiyteaineesta saostamalla kadmiumdiasetaattiliuoksella. Sen jilkeen kun se on
metyloitu diatsometaanilla, joka on valmistettu joko kokeen yhteydessi tai etukiteen dietyylieetteriliuoksessa,
merkaptoetikkahapon metyylijohdannainen mairitetidn kaasu/neste kromatografisesti, metyylioktanoaatin
ollessa sisdiseni standardina.

522 Reagenssit

Kaikkien reagenssien on oltava analyysilaatua.
5.2.2.1  Merkaptoetikkahappo, 98 %.
5.2.2.2  Suolahappo d* = 1,19 g/ml.
5.2.2.3 Metanoli.
5.2.2.4 Kadmiumdiasetaattidihydraatti, 10 % (m/v) vesiliuos.
5.2.2.5 Metyylioktanoaatti, 2 % (m/v) metanoliliuos.

5.2.2.6  Asetaattipuskurilivos (pH 5):

Natriumasetaattitrihydraatti, 77 g.
Jaaetikka, 27,5 g.

Ionivaihdettua vetti, niin ettd lopulliseksi tilavuudeksi tulee yksi litra.
5.2.2.7  Suolahappo, 3 N liuos metanolissa (5.2.2.3), juuri valmistettu.
5.2.2.8  1-metyyli-3-nitro-1-nitrosoguanidiini.
5.2.2.9  Natriumhydroksidi, § N liuos.

52210 Jodi, 0,1 N mittaliuos.
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5.2.2.11

Dietyylieetteri.

52212 Diatsometaaniliuos valmistettuna  N-metyyli-N-nitrosotolueeni-4-sulfonamidista

5.2.3.

5.2.31

5232

5233

524

5.2.5

5.2.5.1

(Fieser, Reagents for Organic Synthesis (Wiley), 1967)

Niin saadussa liuoksessa on noin 1,5 g diatsometaania 100 ml:ssa dietyylieetterid. Koska diatsometaani on
myrkyllinen ja hyvin pysymiton kaasu, kaikki kokeet on suoritettava tehokkaassa vetokaapissa ja hiotusta
lasista valmistetun laitteiston kayttod on valtettava (tdhan tarkoitukseen on erikoislaitteisto).

Laitteisto
n . Rd .
Tavallinen laboratoriolaitteisto.

Diatsometaanin valmistukseen metyloinnin yhteydessa tarvittava laitteisto (katso Fales, H.M-, Jaouni, T.M. ja
Babashak, J.F., Analyt. Chem. 1973, 45, 2302).

Laitteisto diatsometaanin valmistamiseksi etukiteen (Fieser).

Naytteen esikasittely

Punnitaan tarkasti 50 ml:n sentrifugiputkeen ndytettd niin paljon, ettid saadaan arviolta 50—70 mg merkapto-
etikkahappoa. Tehddian happamaksi muutamalla tipalla suolahappoa (5.2.2.2) niin, ettd saadaan pH-arvoksi
noin 3.

Lisataan 5 ml tislattua vettd ja 10 ml asetaattipuskurilivosta (5.2.2.6).
Tarkistetaan pH-paperilla, ettd pH‘-arvo on noin §. Sitten lisitddn 5 ml kadmiumdiasetaattilivosta (5.2.2.4).

Odotetaan 10 minuuttia ja sitten sentrifugoidaan vihintddn 15 minuuttia 4 000 g:ssa. Poistetaan pinnalle
noussut neste, jossa saattaa olla liukenemattomia rasvoja (jos kyseessd on voide). Titd rasvaa ei voi erehtyd
luulemaan tioleiksi, jotka kerdantyvit tiiviiksi massaksi putken pohjalle. Tarkistetaan ettei saostumista tapahdu,
kun muutama tippa kadmiumdiasetaattiliuosta (5.2.2.4) lisitdin pinnalla olevaan nesteeseen.

Jos aikaisemmat toteamiskokeet ovat tuoneet esiin vain tioleja, muttei muita pelkistivid aineita, tarkastetaan
jodometrisesti, ettei supernatantissa olevan tiolin maara ylita 6—8 % alkuperiisestd maaristi.

Lisitddn 10 ml metanolia (5.2.2.3) sentrifugiputkeen, jossa on sakka ja hajoitetaan sakka varovaisesti
sekoitussauvalla. Sentrifugoidaan uudestaan vihintdan 15 minuuttia 4 000 g:ssa. Kaadetaan pinnalla oleva neste
pois ja tarkistetaan ettei tioleja ole jiljella.

Sakka pestddn toisen kerran samaa menetelmad kayttaen.

Kiytd samaa sentrifugiputkea ja lisda:

— 2 ml metyylioktanoaattiliuosta (5.2.2.5),

— 5 ml suolahappoa metanolissa (5.2.2.7).
Liuota tiolit tiydellisesti (vihdn liukenematonta ainetta saattaa olla jiljelld tiyteaineesta). Timid on ”S”-liuos.

Tamain liuoksen osandytteelld tarkistetaan jodometrisesti, ettd tiolipitoisuus on vihintdin 90 % 5.1 kohdassa
saadusta pitoisuudesta.

Metylointi

Metylointi suoritetaan joko valmistamalla diatsometaani kokeen yhteydessi (5.2.5.1) tai aiemmin valmistetulla
diatsometaaniliuoksella (5.2.5.2).

Metylointi kokeen yhteydessi

Metylointilaitteistoon (5.2.3.2), jossa on 1 ml eetterid (5.2.2.11) lisdtadn S0 ul ”S”-liuosta ja se metyloidaan
menetelmidlld (5.2.3.2) noin 300 mg:lla 1-metyyli-3-nitro-1-nitrosoguanidiinia (5.2.2.8). 15 minuutin
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kuluttua (eetteriliuoksen pitiisi olla keltaista, jos diatsometaania on yliméiri) néyteliuos siirretdan 2 mln
pulloon, jossa on

ilmatiivis tulppa. Sailytetdan yon yli jadkaapissa. Metyloidaan kaksi naytetti samanaikaisesti.
5.2.52 Metylointi aikaisemmin valmistetulla diatsometaanilivoksella

5 ml:n lasitulppapulloon laitetaan 1 ml diatsometaaniliuosta (5.2.2.12) sitten SO ul livosta ”S”. Sailytetiin yon
yli jadkaapissa.

5.2.6 Standardin valmistaminen

Merkaptoetikkahaposta (5.2.2.1), jonka pitoisuus tunnetaan, valmistetaan mittalivos, jossa on noin 60 mg
puhdasta merkaptoetikkahappoa (5.2.2.1) 2 ml:ssa.

Timi on ”E”-liuos.
Saostetaan, analysoidaan ja metyloidaan 5.2.4 ja 5.2.5 kohdassa selostetulla tavalla.

5.2.7 Kaasukromatografiset ajo—olbsuhteet
5271 Kolonni
Materiaali: ruostumaton teris.
Pituus: 2 m.
Halkaisija: 3 mm.
52.72 . Pakkaus
20 % didekyyliftalaatti/chromosorb, WAW 80—100 mesh.
52.7.3 Detektori
Liekki-ionisaatiodetektori. Sopiva herkkyysasetus liekki-ionisaatiodetektorin elektrometrille on 8 x 1071°A.
§52.74 Kaasut

Kantajakaasu: typpi.
paine: 2,2 baaria.
virtaus: 35 ml/min.

Muut kaasut: Vety.
paine: 1,8 baaria,
virtaus: 15 ml/min.

Detektorin saddot: detektorin valmistajan ilmoittamat.
5.2.7.5 Limpotilaolosuhteet

Injektori: 200 °C,

Detektori: 200 °C,

Kolonni: 90 °C.

5.2.7.6 Piirturipaperin nopeus
5 mm/min.

§.2.7.7 Injektiotilavuus
3 wl. Injektoi viisi kertaa.

5.2.7.8  Kromatografiset ajo-olosuhteet ovat ohjeelliset. Niiden mukaan on mahdollista paastad resoluutioon "R”, joka
on 1,5 tai parempi, jossa:

dln-n)

Wl + W}_

merkitddn:

rp ja I

n

retentioajat (minuutteina),
Wi ja W, = piikkien puolileveydet (millimetreini),
d’

piirturin nopeus (millimetreind minuutissa).

Suositellaan, etti kromatografia-ajo padtetaan sadtdmalla lampoétila 90 °Cista 150 °C:een nopeudella 10 °C
minuutissa, niin etta eliminoidaan aineet, jotka saattavat tulla mukaan seuraaviin mittauksiin.

528 Tulosten laskeminen
52.81 Merkaptoetikkahapon suhteellisuuskerroin

Tamad lasketaan suhteessa metyylioktanoaattiin standardiseoksen avulla.
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5.2.8.2

3.1
3.2
3.3

Jos ”t” on merkaptoetikkahappo:

merkitdin:
k. = sen vastekerroin,
m, = sen massa seoksessa (milligrammoina),

St

i

sen piikin pinta-ala

3 %

Jos ”c” on metyylioktanoaatti:

merkitidin:
m. = sen massa (milligrammoina) seoksessa

S. = sen piikin pinta-ala,

silloin:

Kerroin vaihtelee kdytetyn laitteiston mukaan.
Merkaptoetikkahapon pitoisuus kyseisessi niytteessd

Jos ”t” on merkaptoetikkahappo:

merkitiin:
k: = sen vastekerroin,
S¢ = sen piikin pinta-ala.

Jos ”c¢” on metyylioktanoaatti:

merkitdan:

m, = sen massa (milligrammoina) seoksessa

S. = sen piikin pinta-ala,

M = alkuperiisen niytteen massa (milligrammoina),

silloin nidytteessd on merkaptoetikkahappoa % (m/m):

m. ke x S¢
- X

M Se

TOISTETTAVUUS(')

Merkaptoetikkahappopitoisuuden ollessa noin 8 % (m/m) kahden samasta niytteesti suoritetun rinnakkaismia-

rityksen vilinen ero ei saa ylittdd absoluuttista arvoa 0,8 % (m/m).

HEKSAKLOROFEENIN TOTEAMINEN JA MAARITTAMINEN

TOTEAMINEN
TARKOITUS JA SOVELTAMISALA

Tamia menetelma soveltuu kaikille kosmeettisille valmisteille.

PERIAATE

Naytteen heksaklorofeeni uutetaan etyyliasetaatilla ja se todetaan ohutkerroskromatografialla.

REAGENSSIT

Kaikkien reagenssien on oltava analyysilaatua.
Rikkihappo, 8 N liuos.

Celite AW.

Etyyliasetaatti

(') Standardin ISO 5725 mukaisesti.
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34 Eluointiaine: Bentseeni, jossa on 1 % (v/v) jadetikkaa.
3.5 Virjaysreagenssi 1I:

Rhodamine B -liuos: livotetaan 100 mg Rhodamine B:td seokseen, jossa on 150 ml dietyylieetterid, 70 ml
absoluuttista etanolia ja 16 ml vetta.

3.6 Virjdysreagenssi II:

2,6-dibromi-4-(kloroimiini)sykloheksa-2,5-dienoni -liuosta: liuotetaan 400 mg 2,6-dibromi-4-(kloroimiini)syklo-
heksa-2,5-dienonia 100 ml:an metanolia (valmistetaan piivittdin).

Natriumkarbonaattilivos: liuotetaan 10 g natriumkarbonaattia 100 ml:an ionivaihdettua vetta.
3.7 Vertailuliuos:

Heksaklorofeeni, 0,05 % (m/v) liuos etyyliasetaatissa.

4. LAITTEET

4.1 Kiesel gel 254 TLC levyt, 200 x 200 mm (tai vastaavat).

4.2 Tavallinen ohutkerroskromatografiavarustus.

4.3 Haude, jonka limpotila on sdadetty 26 °C:een kromatografiasailiotd varten.

S. NAYTTEEN ESIKASITTELY

5.1 Sekoitetaan hyvin 1 g homogenisoitua niytettd ja 1 g Celite AW (3.2) ja 1 ml rikkihappoa (3.1).

52 Kuivataan 100 °C:ssa kaksi tuntia.

5.3 Jadhdytetddn ja kuivunut jadnnés jauhetaan hienoksi jauheeksi.

5.4 Uutetaan kaksi kertaa 10 ml:lla etyyliasetaattia (3.3), sentrifugoidaan kummankin uuttamisen jilkeen ja

etyyliasetaattikerrokset yhdistetaan.

5.5 Haihdutetaan 60 °C:ssa.

5.6 Liuotetaan jaannos 2 ml:aan etyyliasetaattia (3.3).

6. MENETTELY

6.1 Pipetoidaan 2 ul niytelivosta (5.6) ja 2 ul vertailuliuosta (3.7) ohutlevylle (4.1).

6.2 S4ilié (4.3) kyllastetddn eluointiliuoksella (3.4).

6.3 Ohutlevy laitetaan siilidon ja eluoidaan 150 mmuiin.

6.4 Ohutlevy poistetaan siiliostd ja kuivataan ilmastoidﬁssa uunissa noin 10§ “C lampétilassa.
6.5 Varjiys

Hekséklorofeenitiiplfit saadaan levylld nakyviin 6.5.1 ja 6.5.2 kohdassa esitetylla tavalla.
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6.5.1

7.1

7.2

4.1

4.2

4.3

4.4

4.5

4.6

4.7

Ruiskutetaan virjdysreagenssia [ (3.5) levylle tasaisesti. 30 minuutin kuluttua levya tarkastellaan UV-valossa
254 nm:ssd.

Ruiskutetaan 2,6-dibromi-4-(kloroimiini)sykloheksa-2,5-dienoni -liuosta, virjiysreagenssia II (3.6) levylle tasai-
sesti. Sitten levylle ruiskutetaan natriumkarbonaattilivosta (3.6). Kun levy ‘on kuivunut 10 minuuttia huoneen-
limmossi, sita tutkitaan pdivinvalossa.

TULKINTA

Virjdysreagenssi I (3.5):

Heksaklorofeeni tulee nakyviin sinertivina tapland keltaisenoranssilla fluoresoivalla taustalla ja sen Rf-arvo on
noin 0,5.

Virjdysreagenssi II (3.6):

Heksaklorofeeni tulee nikyviin taivaansinisesti turkoosiin virjaytyvdnad tiplani valkoisella taustalla ja sen
Rf-arvo on noin 0,5.

MAARITYS

TARKOITUS JA SOVELTAMISALA

Tami menetelmi soveltuu kaikille kosmeettisille valmisteille.

MAARITELMA

Tilld menetelmilld maiaritetty nidytteen heksaklorofeenipitoisuus ilmoitetaan painoprosentteina heksakloro-
feenia.

PERIAATE -

Heksaklorofeeni mairitetian metyylijohdannaiseksi muutettuna kaasukromatografisesti elektroninsieppausde-
tektorilla.

REAGENSSI'IT

Kaikkien reagenssien on oltava analyysilaatua.
Etyyliasetaatti,
N-metyyli-N-nitroso-p-toluensulfonamidi (diazald).
Dietyylieetteri.

Metanoli.

2-(2-etoksi;:toksi)etanoli (karbitoli)
Muurahaishappo.

Kaliumhydroksidi, 50 % (m/m) vesiliuos (valmistetaan piivittdin).
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4.8

4.9

4.10

4.11

4.12

4.13

4.14

4.15

4.16

51

5.2

5.3

6.1

6.2

Heksaani spektroskopialaatua.

Bromiklorofeeni (standardi nro 1).
4,4'6,6'-tetrakloori-2,2'-tiodifenoli (standardi N:o 2).
2,4,4'-trikloori-2-hydroksidifenyylieetteri (standardi N:o 3).
Asetoni.

8 N rikkihappo.

Celite AW.

Muurahaishappo etyyliasetaatissa, 10 % (v/v) liuos.

Heksaklorofeeni

LAITTEET

Tavallista laboratoriolasitavaraa.

Minilaitteisto diatsometaanin valmistukseen (Analyt Chem., 1973, 45, 2302-2).

Kaasukromatografinen systeemi, jossa on 63 Ni -lahde elektroninsieppausdetektori.

MENETTELY

Standardilivoksen valmistaminen

Standardi valitaan siten, ettd se ei reagoi minkadin analysoitavan valmisteen ainesosana olevan aineen kanssa.

Yleensd standardi N:o I soveltuu parhaiten (4.9).

Punnitaan tarkasti noin 50 mg standardiainetta N:o 1, 2 tai 3 (4.9, 4.10 tai 4.11) ja 50 mg heksaklorofenia

(4.16) 100 ml:n mittapulloon. Taytetain merkkiin etyyliasetaatilla (4.1) (liuos A).

A 100 ml:ksi etyyliasetaatilla (4.1) (liuos B).

Laimennetaan 10 ml liuosta

Punnitaan tarkasti noin 50 mg standardiainetta 1, 2 tai 3 (4.9, 4.10 tai 4.11) 100 ml:n mittapulloon. Taytetdan

merkkiin etyyliasetaatilla (4.1) (liuos C).

Niytteen esikasittely(')

Punnitaan tarkasti 1 g homogenisoitua naytetti ja sekoitetaan perusteellisesti 1 ml:an rikkihappoa (4.13), 15
ml:an asetonia (4.12.) ja 8 g:an Celite AW (4.14). Seos ilmakuivataan 30 minuuttia vesihauteessa ja kuivatetaan

sitten puolitoista tuntia ilmastoidussa uunissa.

(') Koska valmisteita, jotka voivat sisiltdaa heksaklorofeenia on niin paljon, on tirkeid, ettd ensin tarkistetaan heksaklorofeenin saanto
niytteestd tilli menetelmilld, ennenkuin tulokset kirjataan. Jos saannot ovat alhaiset, voidaan tehdd muutoksia, esim. muutetaan

liuotinta (bentseeni etyyliasetaatin tilalle) jne. jos asiasta sovitaan muiden asianosaisten kanssa.
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6.3

6.4

Jaahdytetaan, jaannos jauhetaan hienoksi ja siirretdan lasikolonniin. Eluoidaan etyyliasetaatilla (4.1) ja keratdan
100 ml. Lisdtidan 2 ml sisdistd mittalivosta (liuos C) (6.1.2).

Nytteen metylointi

Kaikkia reagensseja ja laitteistoa jidhdytetiin 0—4 °C:ssa kahden tunnin ajan. Diatsometaanilaitteiston
ulkosailioon laitetaan 1,2 ml 6.2 kohdassa valmistettua livosta ja 0,1 ml metanolia (4.4). Keskimmaiseen
sdilioon laitetaan noin 200 mg diazaldia (4.2) ja lisdtadn 1 ml karbitolia (4.5) sekd 1 ml dietyylieetterid (4.3) ja
liuotetaan. Laitteisto kootaan, se upotetaan puoliksi 0 °C hauteeseen ja noin 1 ml jadhdytettyd kaliumhydrok-
sidilivosta (4.7) tiputetaan keskimmaiseen siilioén. Varmistetaan, ettd diatsometaanin muodostumisesta johtuva
keltainen viri siilyy. Jos keltainen viri ei sdily, metylointi toistetaan kayttden jilleen 200 mg diazaldia

1
(4.2)(4).
Laitteisto siirretian pois hauteesta noin 15 minuutin kuluttua ja se jitetdan suljettuna huoneen limpoon 12
tunniksi. Laitteisto avataan, ylimdirin diatsometaania annetaan reagoida lisidmallda muutama tippa 10 %:sta

(v/v) muurahaishappoetyyliasetaattiliuosta (4.15) ja orgaaninen liuos siirretdan 25 ml:n mittapulloon. Mittalasi
taytetadn merkkiin heksaanilla (4.8).

1,5 wl titd livosta injektoidaan kromatografiin.

Standardiaineen metylointi

Kaikkia reagensseja ja laitteistoa jaihdytetain 0—4 °C:ssa kahden tunnin ajan. Diatsometaanilaitteiston ulkosii-
li66n laitetaan:

0,2 ml livosta B (6.1.1),
1 ml etyyliasetaattia (4.1),

0,1 ml metanolia (4.4).

Metylointia jatketaan kohdassa 6.3 selostetulla tavalla. Niin saatua livosta injektoidaan 1,5 ul kromatogra-
fiin.

KAASUKROMATOGRAFIA

Kolonnin resoluution "R” on oltava 1,5 tai parempi, jossa:

R =2 d’ (ra-ry)
Wl + Wz
jossa:
rijar = retentioajat (minuutteina),
Wi ja W, = piikkien puolileveydet (millimetreini),
d' = piirturin nopeus (millimetreind minuutissa).

Seuraavat kromatografiset olosuhteet on havaittu sopiviksi:

Kolonni: ruostumaton teris.
Pituus: 1,7 m.
Halkaisija: 3 mm.

Kantaja:
chromosorb: WAW
seula-analyysi: 80—100 mesh.

Stationdirifaasi: 10 % OV 17.

Lampétilat:
kolonni: 280 °C.
injektori: 280 °C,
detektori: 280 °C.

Kantajakaasu: hapeton typpi.
Paine: 2,3 baaria.

Virtaus: 30 ml/min.

(') Keltaisen virin sdilyminen osoittaa diatsometaanin ylimdirin, miki on vilttimatontd ndytteen tiydellisen metyloinnin varmistami-

seksi.
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8.1

8.2

TULOSTEN LASKEMINEN

Heksaklorofeenin subteellisuuskerroin

Tama lasketaan valitun standardin avulla standardiseoksen suhteen.

Merkitiin:
h = heksaklorofeeni,
kn = sen suhteellisuuskerroin,

v

m'y = sen massa (grammoina) seoksessa,
A'h = sen piikin pinta-ala,
s = valittu standardi,
m's = sen massa (grammoina) seoksessa,
A'; = sen piikin pinta-ala,
silloin:
m'y, x A

m's x A'y

Heksaklorofeenin mddird niytteessi

Merkitdan:
h = heksaklorofeeni,
kn = sen suhteellisuuskerroin,

Ay = sen piikin pinta-ala,

s = valittu standardi

m; = sen massa (grammoina) seoksessa,
A, = sen piikin pinta-ala,

M = otetun nidytteen massa (grammoina),

silloin heksaklorofeenin pitoisuusprosentti % (m/m) niytteessa on:

m, x kp x Ap x 100
M x A

TOISTETTAVUUS(Y)

Heksaklorofeenipitoisuuden ollessa noin 0,1 % (m/m) kahden samasta niytteestd suoritetun rinnakkaismaari-

tyksen vilinen ero ei saa ylittdd absoluuttista arvoa 0,005 % (m/m).

NATRIUMTOSYYLIKLORAMIDIN (INN) (KLORAMIINI-T) MAARAN MAARITTAMINEN

TARKOITUS JA SOVELTAMISALA

Tami menetelmi soveltuu natriumtosyylikloramidin (kloramiini-T) maardn ohutkerroskromatografiseen maari-

tykseen kosmeettisissa valmisteissa.

(") Standardin ISO 5725 mukaisesti.
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4.1

4.2

4.3

4.4

4.5

4.6

4.6.1

4.6.2

4.7

4.8

4.9

4.10

51

5.2

5.3

MAARITELMA

Tilli menetelmalld mairitetyt ndytteen kloramiini-T -pitoisuudet ilmoitetaan painoprosentteina (m/m).

PERIAATE

Kloramiini-T hydrolysoidaan taydellisesti 4-tolueenisulfonamidiksi keittimilld sitd suolahapon kanssa.

Muodostuneen 4-tolueenisulfonamidin mairi maaritetdan fotodensitometrisesti ohutkerroskromatografiaa kiyt-

tden.

REAGENSSIT

Kaikkien reagenssien on oltava analyysilaatua.

Natriumtosyylikloramidi (kloramiini-T).

4-tolueenisulfonamidin mittalinos: 50 mg 4-tolueenisulfonamidia 100 ml:ssa etanolia (4.5).
Suolahappo, 37 % (m/m), d’a‘):‘ 1,18 g/ml.

Dietyylieetteri.

Etanoli, 96 % (v/v).

Ajoliuos
1-butanoli/etanoli (4.5)/vesi (40 : 4 : 9; v/v/v), tai

Kloroformi/asetoni (6 : 4;v/v).

Valmiit ohutkerroskromatografialevyt, pithappogeeli 60, ilman fluoresoivaa indikaattoria.
Kaliumpermanganaatti.

Suolahappo, 15 % (m/m).

Virjaysreagenssi: 2-toluidiini, 1 % (m/v) liuos etanolissa (4.5).

LAITTEET
Tavallinen laboratoriolaitteisto.
Tavallinen ohutkerroskromatografialaitteisto.

Fotodensitometri.
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6. MENETTELY

6.1 Hydrolyysi

Punnitaan tarkasti 50 ml:n keittopulloon noin 1 g ndytettd (m). Lisdtdin § ml vetti ja 5 ml suolahappoa (4.3)
ja keitetddn yksi tunti kayttiden palautusjadhdytinti. Kuuma liete siirretddn vilittomaisti veden kanssa 50 ml:n
mittapulloon. Annetaan jaahtyi ja taytetdan vedella merkkiin. Sentrifugoidaan vihintddn 3 000 rpm viisi
minuuttia ja supernatantti suodatetaan.

6.2 Uuttaminen

6.2.1 Otetaan 30 ml suodosta ja uutetaan se kolme kertaa 15 ml:lla dietyylieetteria (4.4). Mikaili tarpeellista,
eetterifaasit kuivataan ja kerdtiin 50 ml:n mittapulloon. Tiytetiin merkkiin dietyylieetterilli (4.4).

6.2.2 Otetaan 25 ml kuivattua eetteriuutetta ja haihdutetaan se kuiviin typpivirrassa. Linotetaan jainnds uudestaan 1
ml:an etanolia (4.5).

6.3 Ohutkerroskromatografia
6.3.1 Pipetoidaan 20 ul etanolipitoista jaannosti (6.2) ohutlevylle (4.7).

Samanaikaisesti ja samalla tavalla lisitddn 8, 12, 16 ja 20 ul 4-tolueenisulfonamidin (4.2) mittalivosta.
6.3.2 Anna ajoliuoksen nousta noin 150 mm. (4.6.1 tai 4.6.2).

6.3.3 Kun ajoliuos on tiysin haihtunut, levy siirretain kahdeksi tai kolmeksi minuutiksi kloorihéyryyn, mitid saadaan
kaatamalla noin 100 ml suolahappoa (4.9) noin 2 g:an kaliumpermanganaattia (4.8) suljetussa astiassa.
Ylimadirdinen kloori poistetaan limmittimalli levya 100 °C:ssa viisi minuuttia. Sitten levy ruiskutetaan
reagenssilla (4.10).

6.4 Mittaus

Noin tunnin kuluttua violetit taplit mitataan fotodensitometrilld 525 nm:ssa.

6.5 Kalibrointikdiyrien piirtdminen

Piirretddn piikkien huippujen maksimiarvot, jotka on saatu selville vertaamalla neljid 4-tolueenisulfonamiditi-
pldi vastaaviin 4-tolueenisulfonamidimairiin (siis 4, 6, 8, 10 ug 4-tolueenisulfoamidia taplissi).

7. HUOMAUTUS

Menetelmdi voidaan kontrolloida kiyttimilld 0,1 tai 0,2 % (m/v) kloramiini-T-liuosta (4.2), jota kisitellddn
samalla tavalla kuin ndytetti (6).

8. TULOSTEN LASKEMINEN

Naytteen kloramiini-T-pitoisuus ilmaistaan painoprosentteina ja se lasketaan seuraavasti:

1,33 x a

% (m/m) kloramiini-T = ————
60 x m
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jossa
1,33 = 4-tolueenisulfonamidi-kloramiini-T muuntokerroin,
a = 4-tolueenisulfonamidin maara (ug:na) ndytteessa siten kuin se on luettavissa kalibraati-
okayrista,
m = otetun niytteen massa (grammoina).

TOISTETTAVUUS(Y)

Kloramiini-T-pitoisuuden ollessa noin 0,2 % (m/m) kahden samasta niytteestd suoritetun rinnak-
kaismadarityksen vilinen ero ei saa ylittdd absoluuttista arvoa 0,03 % (m/m).

KOKONAISFLUORIMAARAN MAARITTAMINEN HAMMASTAHNOISSA

TARKOITUS JA SOVELTAMISALA

Tami menetelmi soveltuu hammastahnojen kokonaisfluorimairin mairittimiseen. Se soveltuu
sellaisten pitoisuuksien mittaukseen, jotka eivit ole enempii kuin 0,25 %.

MAARITELMA

Talla menetelmalld madritetyt naytteen fluoripitoisuudet ilmoitetaan painoprosentteina.

PERIAATE

Maiiritys suoritetaan kaasukromatografisesti. Fluoriyhdisteissa oleva fluori muutetaan trietyyli-
fluorosilaaniksi (TEFS) suorassa reaktiossa klooritrietyylisilaanin (TECS) kanssa happamassa
liuoksessa ja samanaikaisesti uuttamalla se ksyleenilli, miki sisiltdd sykloheksaania sisdiseni
standardina.

REAGENSSIT

Kaikkien reagenssien on oltava analyysilaatua.

Natriumfluoridi, kuivattu 120 °C:ssa vakiopainoon.

Vesi, kaksi kertaa tislattu, tai vastaavaa laatua.

Suolahappo d¥ = 1,19 g/ml.

Sykloheksaani (CH).

Ksyleenid, jossa ei kromatogrammissa ole muita piikkejd ennen liuottimen piikkid, kun sille
tehdddn kromatografia samoissa olosuhteissa kuin naytteelle (6.1). Mikali tarpeellista puhdiste-
taan tislaamalla (5.8).

('3) Standardin ISO 5725 mukaisesti.
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4.6

4.7.

4.71

4.7.2

4.8.

4.9.

4.10

5.1

52

5.3

5.4

5.5

5.6

5.7

5.8

Klooritrietyylisilaani (TECS Merck tai vastaava).

Fluorimittaliuokset

Perusliuos, 0,250 mg F/ml. Punnitaan tarkasti 138,1 mg natriumfluoridia (4.1) ja liuotetaan veteen (4.2). Liuos
siirretddn kvantitatiivisesti 250 ml:n mittapulloon (5.5). Laimennetaan vedelld (4.2) merkkiin ja sekoitetaan.

Laimennettu perusliuos, 0,050 mg F/ml. 20 ml perusliuosta (4.7.1) siirretdan pipetilli 100 ml:n mittapulloon
(5.5). Laimennetaan vedella merkkiin ja sekoitetaan.

Sisdinen mittaliuos

Sekoitetaan 1 ml sykloheksaania (4.4) ja 5 ml ksyleenid (4.5).

Klooritrietyylisilaani/sisdinen standardiliuos

Siirretadn pipetilld (5.7) 0,6 ml TECS:d3d (4.6) ja 0,12 ml sisdistd standardiliuosta (4.8) 10 ml:n mittapulloon.
Laimennetaan ksyleenilld (4.5) merkkiin asti ja sekoitetaan. Valmistetaan uutta paivittdin.

Perkloorihappo, 70 % (m/v).

Perkloorihappo, 20 % (m/v) vesiliuos (4.2).

LAITTEET
Tavallinen laboratoriolaitteisto.

Kaasukromatog;afiasysteemi, jossa on liekki-ionisaatiodetektori.
Vortex-sekoitin tai vastaava.

BUhler-ravistelija, mallia SMB; tai vastaava.

Mittapulloja, 100 ml ja 250 ml, valmistettu polypropyleenista.

Sentrifuugiputkia (lasi); 20 ml, joissa teflonpaillysteiset kierretulpat, Sovirel malli 611-56 tai vastaava. Puhtaita
putkia ja kierretulppia, jotka ovat olleet useita tunteja perkloorihapossa (4.11), jonka jilkeen ne on huuhdeltu
viisi kertaa vedellid (4.2) ja lopuksi kuivattu 100 °C:ssa.

Saidettavid pipettejd, joilla voidaan annostella 50-200 ul ja joissa on kertakayttoiset muovikarjet.

Tislauslaitteisto, johon on kiinnitetty kolmipalloinen Schneiderkolonni tai vastaava Vigreuxkolonni.
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6.2

6.2.1

6.3.

6.3.1

MENETTELY

Nayteanalyysi

Otetaan avaamaton hammastahnaputkilo, leikataan putki auki ja poistetaan sen koko sisilto. Siirretaan sisalto
muoviastiaan, sekoitetaan perusteellisesti ja sdilytetddn olosuhteissa, joissa se ei pilaannu.

Punnitaan tarkasti 150 mg (m) naytettad sentrifuugiputkeen (5.6), lisatdaan 5 ml vettd (4.2) ja homogenisoidaan
(5.3).

‘Lisdtdan 1 ml ksyleenid (4.5).

Lisdtadn tipoittain 5 ml suolahappoa (4.3) ja homogenisoidaan (5.3).
Lisatddn pipetilla 0,5 ml kloorietyylisilaani/sisdistd standardiliuosta (4.9) sentrifugiputkeen (5.6).

Putki suljetaan kierretulpalla (5.6) ja sekoitetaan perusteellisesti 45 minuuttia ravistimessa (5.4), mikd on
sdddetty 150 ravistukselle minuutissa.

Sentrifugoidaan 10 minuuttia nopeudella, joka saa aikaan selvin eron faaseissa. Putki aukaistaan. Orgaaninen
kerros poistetaan ja 3 ul orgaanista faasia injektoidaan kaasukromatografiakolonniin (5.2).

Huomautus:

Kestad noin 20 minuuttia ennen kuin kaikki ainesosat eluoituvat.

Injektointi toistetaan, lasketaan piikkien pinta-alojen keskiarvojen suhde (Atprs/Acu) ja luetaan vastaava
fluorimadrd (milligrammoina (my)) kalibraatiokayrasti (6.3).

Lasketaan ndytteen kokonaisfluoripitoisuus (fluoria painoprosentteina), kuten 7 kohdassa on esitetty.

Kromatografian ajo-olosubteet

Kolonni: ruostumaton teris.
Pituus: 1,8 m.
Halkaisija: 3 mm.

Kantaja-aine: Gaschrom Q 80-100 mesh.

Stationairifaasi: 20 % silikoniéljy DC 200 tai vastaava. Annetaan kolonnin valmistua kdyttokuntoon yli yon
100 °C:ssa (kantajakaasuvirta 25 ml typped minuutissa) ja toistetaan joka y6. Joka neljannen tai viidennen
injektoinnin jalkeen palautetaan kolonni kayttokuntoon kuumentamalla se 30 minuutiksi 100 °C:een.

Lampotilat:

kolonni: 70 °C.
injektori: 150 °C,
detektori: 250 °C.

Kantajakaasuvirta: 35 ml typped minuutissa.
Standardikdyra

Pipetoidaan kuuden sentrifugiputken sarjaan (5.6), 0, 1, 2, 3, 4 ja 5 ml laimennettua fluorimittalivosta (4.7.2).
Putket tiytetiin 5 ml saakka vedelld (4.2).
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6.3.2 Jatketaan 6.1.3-6.1.6 kohdassa selostetulla tavalla.

6.3.3 Injektoidaan 3 ul orgaanista faasia kaasukromatografiakolonniin (5.2).
6.3.4 Injektointi toistetaan ja lasketaan piikkien keskiarvojen suhde (Aters/Acn).
6.3.5 Piirretdan standardikdyra, kayttiden fluorin massaa (milligrammoina) mittaliuoksessa (6.3.1.) ja piikkien

pinta-alojen suhdetta (Atgps/Acn), joka on mitattu 6.3.4 kohdassa. Yhdistetiin kidyrin pisteet parhaiten
sopivalla suoralla viivalla, mikd on laskettu regressioanalyysilla.

7. TULOSTEN LASKEMINEN
Naytteen kokonaisfluoripitoisuus (fluoria painoprosentteina) (% (m/m)F) saadaan kaavasta:
%F = 21 x 100 %
m

jossa:
m = ndyte (milligrammoina) (6.1.2),

m; = Fin madrd (milligrammoina luettuna standardikayrasta (6.1.8).

8. TOISTETTAVUUS(})

Fluori-pitoisuuden ollessa noin 0,15 % (m/m) kahden samasta naytteesti suoritetun rinnakkaismaarityksen
vilinen ero ei saa ylittid absoluuttista arvoa 0,012 % (m/m).

ORGAANISTEN ELOHOPEAYHDISTEIDEN TOTEAMINEN JA MAARITTAMINEN

TARKOITUS JA SOVELTAMISALA

Tdma menetelmd soveltuu sellaisten orgaanisten elohopeayhdisteiden toteamiseen ja maddrittimiseen, joita
kaytetddn siiléntdaineina silmille tarkoitetuissa kosmeertisissa valmisteissa. Se soveltuu tiomersaalille (INN)
(natrium 2-(etyylimerkuritio)bentsoaatille) ja fenyylielohopealle ja sen suoloille.

A. TOTEAMINEN

1. PERIAATE

Orgaaniset elohopeayhdisteet kompleksoidaan 1,5-difenyyli-3-tiokarbatsonilla. Kun dititsonaatti on uutettu
hiilitetrakloridilla, suoritetaan piihappogeeli-levykromatografia-analyysi. Dititsonaattitaplit tulevat nakyviin
oranssin varisina.

2. REAGENSSIT

Kaikkien reagenssien on oltava analyysilaatua.
2.1 Rikkihappo, 25 % (v/v).

(") Standardin ISO 5725 mukaisesti.
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2.2 1,5-difenyyli-3-tiokarbatsoni (dititsoni): 0,8 mg 100 ml:ssa hiilitetrakloridia (2.4).

2.3 Typpi.

2.4 Hiilitetrakloridi.

2.5 Ajoliuos: heksaani/asetoni, 90:10 (v/v).

2.6 Mittalivos, 0,001 % vesiliuos, jossa:
natrium 2-(etyylimerkuritio)bentsoaatti,
etyylielohopeakloridi tai metyylielohopeakloridi,
fenyylielohopeanitraatti tai fenyylielohopea-asetaatti,
elohopeadikloridi tai elohopeadiasetaatti.

2.7 Valmiita pithappogeelilevyja (kuten Merck 5721 tai vastaava).

2.8 Natriumkloridi.

3. LAITTEET

3.1 Tavallinen laboratoriolaitteisto.

3.2 Tavallinen ohutkerroskromatografiavarustus.

3.3 Faaseja erottava suodatin.

4. MENETTELY

4.1. Uuttaminen

4.1.1 Laimennetaan 1 g niytettd sentrifugiputkessa 20 ml:lla tislattua vetti. Sekoitetaan mahdollisimman hyvin ja
limmitetddn 60 °C:een limpimissi vesihauteessa. Lisitian 4 g natriumkloridia (2.8). Ravistetaan. Annetaan
jadhtya.

4.1.2 Sentrifugoidaan vahintdidn 20 minuuttia nopeudella 4 500 rpm niin, ettd suurin osa kiintedstd aineesta erottuu.
Suodatetaan erotussuppiloon ja lisdtaan 0,25 ml rikkihappolivosta (2.1).

4.1.3 Uutetaan useita kertoja 2 tai 3 ml:lla dititsoniliuosta (2.2) kunnes viimeinen orgaaninen faasi jai vihreaksi.

4.1.4 Suodatetaan jokainen orgaaninen faasi perikkiin faasien erotussuppilossa (3.3).

4.1.5 Haihdutetaan kuivaksi typpivirrassa (2.3).

4.1.6 Livotetaan 0,5 mklla hiilitetrakloridia (2.4). Kiytetadn titd liuosta vilittomasti 4.2.1 kohdassa esitetylla

tavalla.
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4.2. Erottaminen ja toteaminen

4.2.1 Pithappogeelilevyille (2.7) pannaan valittomasti 50 ul hiilitetrakloridiliuosta, joka on saatu 4.1.6 kohdassa.
Kisitelladn samanaikaisesti 10 ml mittalivosta (2.6) kuten 4.1 kohdassa ja pannaan 50 ul 4.1.6 kohdassa
saatua livosta samalle levylle.

422 Levy pannaan livottimeen (2.5) ja liuottimen annetaan nousta 150 mm. Orgaaniset elohopeayhdisteet tulevat
nikyviin virikkiini tiplind, joiden viri sailyy, jos levy peitetdan lasilevylld vilittomaisti livottimen haihduttua.

Saadaan esimerkiksi seuraavat Rf-arvot:

Rf Viri

Tiomersaali 0,33 Oranssi
Etyylielohopeakloridi 0,29 Oranssi
Metyylielohopeakloridi 0,29 Oranssi
Fenyylielohopeasuolat 0,21 Oranssi
Elohopea(Il) suolat 0,10 Oranssi ’
Elohopeadiasetaatti 0,10 Oranssi
1,5-difenyyli-3-tiokarbatsoni 0,33 0,09 g Vaaleanpunainen

B. MAARITTAMINEN

1. MAARITELMA

Tilla menetelmalld maaritetyt orgaanisten elohopeayhdisteiden pitoisuudet ilmoitetaan painoprosentteina (m/m)
elohopeaa naytteessa.

2. PERIAATE

Menetelmassd lasketaan naytteessd olevan elohopean kokonaismiara. Siksi on vilttamatonta varmistaa ensin,
ettei siind ole elohopeaa epdorgaanisessa muodossa ja on tunnistettava niytteessid olevat orgaaniset elohopea-
johdannaiset. Mineralisoinnin jdlkeen vapautunut elohopea mitataan liekittdmin atomiabsorption avulla,

3. REAGENSSIT

Kaikkien reagenssien on oltava analyysilaatua.

31 Vikevi typpihappo d¥ = 1,41 g/ml. g
. 3.2 Vikevia rikkihappo d% = 1,84 g/ml.

33 Uudelleen tislattua vetta.

34 Kaliumpermanganaatti, 7 % (m/v) livos.

3.5 Hydroksyyliammoniumkloridi, 1,5 % (m/v) liuos.

3.6 Dikaliumperoksodisulfaatti, 5 % (m/v) liuos.
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3.7

3.8

3.9

4.1

42

5.1,

5.2.

5241

5.2.2

Tinadikloridi, 10 % (m/v) liuos.

Vikevi suolahappo d% = 1,18 g/ml.

Palladiumdikloridissa kyllastetty lasivilla, 1 % (m/m).

LAITTEET

Tavallinen laboratoriolaitteisto.

Liekitén atomiabsorptiolaitteisto elohopean maarittamiseksi (kylmahoyrytekniikka), ja sithen kuuluva lasita-
vara. Vihintdin 100 mm:n kyvetti.

MENETTELY

Elohopea-analyysid tehtdessi on noudettava normaaleja turvallisuusmairayksia.

Hajoitus

Punnitaan tarkasti 150 mg naytettd (m). Lisatddn 10 ml typpihappoa (3.1) ja jatetiin seisomaan kolmeksi
tunniksi ilmatiiviiseen pulloon vesihauteeseen 55 °C:een. Ravisteraan sddnnollisin viliajoin. Samanaikaisesti
suoritetaan sokeakoe testireagensseilla.

Jaahdytetdan ja lisdtdan 10 ml rikkihappoa (3.2) ja laitetaan uudestaan vesihauteeseen 55 °C:een 30 minuu-
tiksi.

Pullo laitetaan jadhauteeseen ja lisitdadn varovasti 20 ml vetta (3.3).

Lisitddn 2 mbhn erissda 7 % kaliumpermanganaattiliuosta (3.4) kunnes liuvos jai virilliseksi. Pullo - laitetaan
vesihauteeseen 55 °C:een vield 15 minuutiksi.

Lisitian 4 ml dikaliumperoksodisulfaattilivosta (3.6). Jatketaan limmittaimistd 55 °C:ssa vesihauteessa 30
minuuttia.

Annetaan jaihtya ja pullon sisilto siirretddn 100 ml:n mittapulloor. Pullo huuhdellaan 5 ml:lla hydroksyyliam-
moniumkloridia (3.5) ja sitten se huuhdellaan nelja kertaa 10 ml:lla vettid (3.3). Liuoksen on oltava tiysin
viritontd. Taytetadn vedelld (3.3) merkkiin.

Mdarittiminen

Laitetaan 10 ml testiliuosta (5.1.6) lasiastiaan kylmahoyryelohopeamairitysta varten (4.2). Laimennetaan 100
ml:lla vettd (3.3) ja sitten 5 ml:lla rikkihappoa (3.2) ja § mllla tinadikloridiliuosta (3.7). Sekoitetaan jokaisen
lisiyksen jilkeen. Odotetaan 30 sekuntia niin, etti kaikki elohopeaionit pelkistyvit metalliksi ja tulos (n)
luetaan.

Laitetaan vihdn palladiumdikloridissa kyllastettyd lasivillaa (3.9) elohopean pelkistysaltaan ja laitteiston
virtauskennon (4.2) viliin. Toistetaan 5.2.1 ja luetaan tulos. Jos tulos ei ole nolla, mineralisaatio on ollut
epatdydellinen ja analyysi on toistettava.
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6. TULOSTEN LASKEMINEN

Merkitdan:

m = ndytteen massa (milligrammoina).

=1
]

laitteesta luettu elohopean miird (ug).

Elohopean maira ilmaistuna painoprosentteina elohopeaa lasketaan seuraavasta kaavasta:

% elohopeaa = ud
m
7. HUOMAUTUS
7.1 Mineralisaation parantamiseksi voi olla vilttimatonti ensin laimentaa nayte.
7.2 Jos voidaan epdilld, etti substraatti absorboi elohopean, on tehtivi kvantitatiivinen mairitys standardilisaysme-
netelmalla.
8. TOISTETTAVUUS(!)

Elohopeapitoisuuden ollessa noin 0,007 % kahden samasta niytteesti suoritetun rinnakkaismaarityksen valinen
ero ei saa ylittdd absoluuttista arvoa 0,00035 %.

ALKALI- JA MAA-ALKALISULFIDIEN MAARITTAMINEN

1. TARKOITUS JA SOVELTAMISALA

Tama menetelmd soveltuu kosmeettisissa valmisteissa olevien sulfidien maarittamiseen. Tiolit tai muut pelkisti-
met (mukaan lukien sulfiitti) eivit vaikuta tulokseen.

2. MAARITELMA

Tilla menetelmalld maaritetty sulfidipitoisuus ilmoitetaan painoprosentteina rikkia.

3. PERIAATE

Niyte tehdddn happamaksi. Rikkivety kulkeutuu typpivirran mukana ja sitten se sitoutuu kadmiumsulfidiksi.
Tami suodatetaan ja huuhdotaan ja miiritetiin jodometrisesti.

4. REAGENSSIT

Kaikkien reagenssien on oltava analyysilaatua.

(") Standardin ISO 5725 mukaisesti.
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4.1

4.2

4.3

4.4

4.5

4.6

4.7

4.8

4.9

5.1

5.2

5.3

5.4

Vikevi suolahappo d% = 1,19 g/ml.

Natriumtiosulfaatti, 0,1 M mittaliuos.

Jodi, 0,05 M mittaliuos.

Dinatriumsulfidi.

Kadmiumdiasetaatti.

Vikevd ammoniakki d% = 0,90 g/ml.

Kadmiumdiasetaatin ammoniakkiliuos: liuotetaan 10 g kadmiumdiasetaattia (4.5) noin 50 ml:an vettd. Lisitddn
ammoniakkia (4.6) niin, ettd sakka liukenee uudestaan (noin 20 ml). Lisitddn vettdi 100 ml:n merkkiin
saakka.

Typpi.

Ammoniakkiliuos M.

LAITTEET

Tavallinen laboratoriolaitteisto.

100 ml:n lasihioksellinen kolmikaulapullo.

Kaksi 150 mkn erlenmeyerpulloa, joissa on hioslasikaula ja joissa on nousuputki ja sivulla poistoputki
vapautuvan kaasun poistoon.

Yksi tiputussuppilo.

MENETTELY

Sulfidien poisto

Otetaan avaamaton niytepakkaus. Keittopulloon {5.2) punnitaan tarkasti tietty mééra valmistetta (m) (gram-
moina), joka vastaa korkeintaan 30 g sulfidi-ioneja. Lisitdan 60 ml vettd ja kaksi tippaa vaahdonestones-
tettd.

Siirretadn 50 ml livosta (4.7) kumpaankin erlenmeyerpulloon (5.3).

Tiputussuppilo, nousuputki‘ja poistoputki kiinnitetaan keittopulloon (5.2). Poistoputki liitetddn erlenmeyerpul-
loihin (5.3), jotka on asennettu sarjaan PVC-putkilla.

Huomaa: Poistolaitteiston on lipdistivd seuraava tiiviyskoe: Simuloidaan testitilanne. Korvataan maaritettava
valmiste 10 mklla sulfidilivosta (valmistettu kohdan 4.4. mukaan), joka sisiltdd ”X mg” sulfidia
(jodometrisesti madritetty). Olkoon ”Y” timin toimenpiteen lopussa todettu sulfidimadrd milligram-
moina. *X” ja ”Y” maddrien vilinen ero ei saa olla suurempi kuin 3 %.
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6.1.4 Typpeid (4.8) lasketaan lapi 15 minuutin ajan nopeudella kaksi kuplaa sekunnissa, niin ettid keittopullossa (5.2)
oleva ilma tulee pois.

6.1.5 Keittopullo lammitetdin 85 * § °C:een.
6.1.6 Typpivirtaus (4.8) lopetetaan ja lisatadn tipoittain 40 ml suolahappoa (4.1).
6.1.7 Typpivirtaus (4.8) aloitetaan uudestaan, kun lihes kaikki happo on siirretty. Jatetiin vihdinen nestelukko

estamdian suolahappovuoto.

6.1.8 Kuumennus lopetetaan 30 minuutin kuluttua. Pullon (5.2) annetaan jaihtyd ja jatketaan typen (4.8) lapivir-
tausta vahintddn puolitoista tuntia.

6.2 Titraus
6.2.1 Kadmiumsulfidi suodatetaan tiputussuppilon (5.4) lapi.
6.2.2 Erlenmeyerpullot (5.3) huuhdotaan ensin ammoniakkiliuoksella (4.9) ja liuos kaadetaan suodattimeen. Huuh-

dotaan tislatulla vedelld ja vesi kdytetddn suodattimeen jidneen sakan pesuun.
6.2.3 Sakan pesu viimeistellian 100 ml:lla vetta.

6.2.4 Suodatinpaperi laitetaan ensimmaiseen erlenmeyerpulloon, jossa oli sakka. Lisdtddn 25 ml (ny) jodiliuosta (4.3),
noin 20 ml suolahappoa (4.1) ja 50 ml tislattua vetts.

6.2.5 Madaritetadn jodiylimaira kayttamalld natriumtiosulfaattilivosta (nz) (4.2).

7. TULOSTEN LASKEMINEN

Naytteen sulfidipitoisuus painoprosentteina rikkia lasketaan seuraavasta kaavasta:

% rikki = S2MX1 = 02Xo)

20 m
jossa:
n; = kaytetyn jodimittaliuoksen (4.3} madara (millilitroina),
x; = liuvoksen molaarisuus,
ny = natriumtiosulfaatti (4.2) mittaliuoksen miira millilitroina
x2 = liuoksen molaarisuus,
m = ndytteen massa (milligrammoina).
8. TOISTETTAVUUS(!)

Sulfidi-pitoisuuden ollessa noin 2 % (m/m) kahden samasta naytteesta suoritetun rinnakkaismaarityksen vilinen
ero ei saa ylittdd absoluuttista arvoa 0,2 % (m/m).

(") Standardin ISO $725 mukaisesti.



