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DRUGA DIREKTIVA KOMISIJE
od 14. svibnja 1982.

o uskladivanju zakonodavstava drZava clanica u odnosu na metode
analize potrebne za provjeru sastava kozmetickih proizvoda

(82/434/EEZ)

KOMISIJA EUROPSKIH ZAJEDNICA,
uzimajuci u obzir Ugovor o osnivanju Europske ekonomske zajednice,

uzimajuéi u obzir Direktivu Vije¢a 76/768/EEZ od 27. srpnja 1976. o
uskladivanju zakonodavstava drzava ¢lanica u odnosu na kozmeticke
proizvode (1), kako je izmijenjena Direktivom 79/661/EEZ (?), a
posebno njezin ¢lanak 8. stavak 1.,

budu¢i da Direktiva 76/768/EEZ predvida sluzbeno testiranje kozmeti-
¢kih proizvoda sa svrhom osiguranja zadovoljenja uvjeta propisanih
odredbama Zajednice, koji se odnose na sastav kozmetickih proizvoda;

bududéi da sve potrebne analitiCke metode moraju biti postavljene $to je
moguce prije; buduéi da je prvi korak prema tome cilju ve¢ poduzet
definiranjem odredenih metoda u Direktivi Komisije 80/1335/EEZ (%),
drugi korak je definiranje metoda za identifikaciju nekih oksidacijskih
sredstava i odredivanje vodikova peroksida u kozmetickim proizvodima
za njegu kose, identifikacija i polukvantitativno odredivanje nekih oksi-
dacijskih bojila u bojilima za kosu, identifikacija i odredivanje nitrita,
identifikacija i odredivanje slobodnog formaldehida, odredivanje rezor-
cinola u Samponima i losionima za kosu, i odredivanje metanola u
odnosu na etanol ili propan-2-ol;

budué¢i da su mjere utvrdene ovom Direktivom u skladu s mi$ljenjem
Odbora za prilagodbu Direktive 76/768/EEZ tehniC¢kom napretku,

DONIJELA JE OVU DIREKTIVU:

Clanak 1.

Drzave c¢lanice poduzimaju sve potrebne mjere da osiguraju da se
tijekom sluzbenog testiranja kozmetickih proizvoda:

— identifikacija oksidacijskih sredstava i odredivanje vodikova pero-
ksida u proizvodima za njegu kose,

— identifikacija i polukvantitativno odredivanje nekih oksidacijskih
bojila u bojilima za kosu,

— 1identifikacija i odredivanje nitrita,

(1) SL L 262, 27.9.1976., str. 169.
() SL L 192, 31.7.1979., str. 35.
() SL L 383, 31.12.1980., str. 27.
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— identifikacija i odredivanje slobodnog formaldehida,
— odredivanje rezorcinola u Samponima i losionima za kosu,
— odredivanje metanola u odnosu na etanol ili propan-2-ol

provode u skladu s metodama opisanima u Prilogu.

Clanak 2.

Drzave Clanice donose zakone i druge propise potrebne za uskladivanje
s ovom Direktivom najkasnije do 31. prosinca 1983. One o tome odmah
obavjescuju Komisiju.

Clanak 3.

Ova je Direktiva upucena drzavama c¢lanicama.
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PRILOG

I. IDENTIFIKACIJA OKSIDACIJSKIH SREDSTAVA I ODREDIVANJE
VODIKOVA PEROKSIDA U PROIZVODIMA ZA NJEGU KOSE

SVRHA I PODRUCIJE PRIMJENE

Jodometrijsko odredivanje vodikova peroksida u kozmetickim proizvodima je
moguée samo ako nisu prisutna druga oksidacijska sredstva koja iz jodida daju
jod. Posljedi¢no, prije odredivanja vodikova peroksida jodometrijski, potrebno je
detektirati i identificirati druga prisutna oksidacijska sredstva. Identifikacija se
provodi u dva stupnja; prvi obuhvaca persulfate, bromate i vodikov peroksid, a
drugi obuhvaca barijev peroksid.

A. IDENTIFIKACIJA  PERSULFATA, BROMATA I VODIKOVA
PEROKSIDA

L. NACELO
Natrijev persulfat, kalijev persulfat i amonijev persulfat; kalijev bromat,
natrijev bromat i vodikov peroksid — bez obzira potjece li od barijeva
peroksida ili ne — identificiraju se silaznom papirnom kromatografijom
pri kojoj se rabe dvije otopine za razvijanje.

2. REAGENSI
Svi reagensi trebaju biti analiticke Cistoce (p.a.).

2.1. 0,5 % (m/v) referentne vodene otopine sljede¢ih spojeva:

2.1.1.  natrijev persulfat

2.1.2.  kalijev persulfat

2.1.3. amonijev persulfat

2.1.4.  kalijev bromat

2.1.5. natrijev bromat

2.1.6.  vodikov peroksid

2.2. Otapalo za razvijanje A, 80 % (v/v) etanol

2.3. Otapalo za razvijanje B, benzen —metanol — 3metil butan-1-ol — voda
(34: 38: 18: 10 po volumenu)

2.4. Sredstvo za detekciju A, 10 % (m/v) vodena otopina kalijeva jodida

2.5. Sredstvo za detekciju B, 1 % (m/v) vodena otopina $kroba

2.6. Sredstvo za detekciju C, 10 % (m/m) klorovodi¢na kiselina
2.7. 4N klorovodi¢na kiselina
3. APARATURA 1 OPREMA

3.1. Kromatografski papir (Whatman papir br. 3 i br. 4 ili njihovi ekviva-
lenti)

3.2. Mikropipeta, 1 uL
3.3. Standardne tikvice, 100 ml
3.4. Naborani filtrirni papiri

3.5. Aparatura za silaznu papirnu kromatografiju



1982100434 — HR — 10.04.1990 — 001.002 — 5

4.1.

4.2.
4.2.1.

4.2.2.

4.3.

5.1

5.2.

5.3.

5.4.

5.5.

5.6.

5.6.1.

5.6.2.

PRIPREMA UZORKA

Proizvodi topivi u vodi

Otapanjem 1 g i 5 g proizvoda u 100 mL vode, pripreme se dvije
otopine svakog uzorka. Kako bi se provela papirna kromatografija
opisana u odjeljku 5., uporabi se 1 pL svake od tih otopina.

Proizvodi djelomicno topivi u vodi

Izvaze se 1 g i 5 g uzorka i dispergira u 50 mL vode, nadopuni se u oba
slu¢aja do 100 ml vodom i u oba slucaja mijesa. Kako bi se provela
papirna kromatografija opisana u odjeljku 5., obje disperzije se profil-
triraju preko naboranog filtrirnog papira (3.4.) te se uporabi 1 pL svakog
od filtrata.

Ponovno se pripreme dvije disperzije od svakog uzorka disperzijom 1 g i
5 g u 50 ml vode, zakiseli se razrijedenom klorovodi¢nom kiselinom
(2.7.), nadopuni vodom do 100 ml i mijeSa. Kako bi se provela papirna
kromatografija opisana u odjeljku 5., disperzije se profiltriraju preko
naboranog filtrirnog papira (3.4.) te se uporabi 1 pL svakog od filtrata.

Kreme

Kako bi se provela papirna kromatografija opisana u odjeljku 5., disper-
gira se 5 g i 20 g svakog proizvoda u 100 ml vode i uporabe disperzije.

METODA

Kako bi se provela silazna papirna kromatografija, prikladna koli¢ina
otapala A (2.2) i B (2.3) stavi se u dvije odvojene posude za kromato-
grafiju. Posude za kromatografiju zasiuju se parama otapala najmanje
24 sata.

Stavi se 1uL otopine jednog uzorka i jedne referentne otopine priprem-
ljene u skladu s odjeljcima 4. i 2.1. na svaku pocetnu tocku trake
kromatografskog papira (Whatman br. 3 ili ekvivalent), duljine 40 cm
i Sirine 20 cm (3.1.), ili drugog pogodnog formata te se otopina isparava
na zraku.

Kromatografska traka (5.2.) se stavi u kromatografsku posudu napunjenu
otapalom za razvijanje A (5.1.) i razvija se dok fronta otapala ne
dosegne 35 cm (oko 15 sati).

Ponovi se postupak opisan u odjeljcima 5.2. i 5.3., rabe¢i kromatografski
papir (Whatman br. 4 ili ekvivalent) (3.1.) i otapalo za razvijanje B.
Razvija se dok fronta otapala ne dosegne 35 cm (oko pet sati).

Nakon razvijanja kromatogrami se maknu i suSe na zraku.

Mrlje na kromatogramu prikazu se ako se uzastopno prska:

Sredstvom za detekciju A (2.4.) i kratko nakon toga sredstvom za detek-
ciju B (2.5.). Na kromatogramu ¢e se najprije pojaviti mrlje persulfata, a
za njima mrlje vodikova peroksida. Mrlje se oznace olovkom;

Sredstvom za detekciju C (2.6.) na kromatogramima dobivenim u skladu
s odjeljkom 5.6.1.; prisustvo bromata pokazat ¢e se sivo plavim mrljama
na kromatogramu.
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5.7.

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.

U gore opisanim uvjetima koji se odnose na sredstva za razvijanje A
(2.2) 1 B (2.3.), Rf vrijednosti referentnih tvari (2.1.) su priblizno

jednake kako slijedi:

Otopina A za razvijanje (2.2)  Otopina B za razvijanje (2.3)

Natrijev persulfat 0,40 0,10
Kalijev persulfat 0,40 0,02 + 0,05
Amonijev persulfat 0,50 0,10 + 0,20
Natrijev bromat 0,40 0,20
Kalijev bromat 0,40 0,10 + 0,20
Vodikov peroksid 0,80 0,80

B. IDENTIFIKACIJA BARIJEVA PEROKSIDA

NACELO

Barijev peroksid se identificira nastankom vodikova peroksida nakon
zakiseljavanja uzorka (A.4.2.), i prisustvom barijeva iona:

— u odsustvu persulfata (A), dodatkom razrijedene sumporne kiseline
dijelu kisele otopine uzorka (B.4.1.), pri ¢emu nastaje bijeli talog
barijeva sulfata. Prisustvo barijevih iona u uzorku (B.4.1.) potvrduje
se papirnom kromatografijom kako je dolje opisano (B.5),

— ako su barijev peroksid i persulfati prisutni zajedno (B.4.2.), rasci-
njavanjem ostatka od otopine (B.4.2.) pomocu luzine; nakon
otapanja u klorovodi¢noj kiselini, prisustvo barijevih iona se potvr-
duje u otopini taljevine (B.4.2.3.) papirnom kromatografijom i/ili
talozenjem barijeva sulfata.

REAGENSI

Metanol

36 % (m/m) koncentrirana klorovodi¢na kiselina

6N klorovodi¢na kiselina

4N sumporna kiselina

Dinatrijeva sol rodizonske kiseline

Barijev klorid (BaCl, x 2 H,0)

Bezvodni natrijev karbonat

1 % (m/v) vodena otopina barijeva klorida

Otapalo za razvijanje koje se sastoji od metanola, koncentrirane kloro-
vodic¢ne kiseline (koncentracija 36 %) i vode (80: 10: 10 po volumenu)

Sredstvo za detekciju, 0,1 % (m/v) vodena otopina dinatrijeve soli rodi-
zonske kiseline, pripravljena neposredno prije uporabe.

APARATURA 1 OPREMA

Mikropipeta, 5uL

Platinski lonci¢i

Standardne tikvice, 100 ml

Kromatografski papir Schleicher i Schull 2043 b ili ekvivalent. Papir se

olisti razvijanjem preko no¢i u posudi za silaznu kromatografiju
(A.3.5.), koja sadrzi otapalo za razvijanje (B.2.9.), te se zatim posusi.
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3.5.

3.6.

4.1.
4.1.1.

4.2.
4.2.1.

4.2.2.

4.23.

4.2.4.

5.1.

5.2.

5.3.

5.4.

5.5.

Naborani filtrirni papir

Uobicajena aparatura za provodenje uzlazne papirne kromatografije

PRIPREMA UZORKA

Proizvodi u kojima nema persulfata

Dispergira se 2 g proizvoda u 50 ml vode i podesi pH disperzije kloro-
vodi¢nom kiselinom (B.2.3.) na oko 1.

Disperzija se vodom prenese u standardnu tikvicu od 100 ml, tikvica
nadopuni vodom do oznake i mijeSa se. Ta se disperzija uporabi za
papirnu kromatografsku analizu opisanu u odjeljku 5., a za identifikaciju
barija talozenjem sulfata.

Proizvodi koji sadrZe persulfate

Dispergira se 2 g proizvoda u 100 ml vode i filtrira.

Osusenom ostatku doda se sedam do 10 puta veca masa natrijeva karbo-
nata (B.2.7.), mijesa se te se smjesa otapa u platinskom loncic¢u (B.3.2.)
pola sata.

Ohladi se na sobnu temperaturu, taljevina se otopi u 50 ml vode i filtrira
(B.3.5.).

Ostatak od taljenja otopi se u klorovodi¢noj kiselini (B.2.3.) i otopina
nadopuni na 100 ml vodom. Ta otopina uporabi se za papirnu kromato-
grafsku analizu opisanu u odjeljku 5., a za identifikaciju barija taloze-
njem sulfata.

METODA

Stavi se prikladna koli¢ina otapala za razvijanje (B.2.9.) u posudu za
uzlaznu kromatografiju i posuda zasicuje najmanje 15 sati.

Na komad kromatografskog papira-predobradenog kao $to je opisano u
odjeljku B.3.4.- na tri pocetne tocke nanese se 5 pL svake od otopina
pripremljenih u skladu s odjeljcima B.4.1.2. i B.4.2.4. i referentna
otopina B.2.8.

Uzorak i referentne tocke osuse se na zraku. Razvija se kromatogram
dok fronta otapala ne dosegne 30 cm.

Kromatogram se makne iz posude i osusi na zraku.
Mrlje se na kromatogramu prikazu ako se prska papir sredstvom za

detekciju B.2.10. U prisustvu barija, na kromatogramu se pojave
crvene mrlje s vrijednoséu Ry oko 0,10.

C. ODREDIVANIJE VODIKOVA PEROKSIDA

NACELO

Jodometrijsko odredivanje vodikova peroksida se zasniva na sljedecoj
reakciji:

H,O0, + 2HT + 2I' — I, — 2H,0
Ta reakcija je spora, ali se moze ubrzati dodatkom amonijeva molibdata.
Nastali jod se odreduje titracijom s natrijevim tiosulfatom i mjera je za
sadrzaj vodikova peroksida.
DEFINICIJA

Sadrzaj vodikova peroksida mjeren na nacin kako je dolje opisano izra-
zava se kao maseni udio (% m/m) proizvoda.
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3.1
3.2
3.3.
3.4.
3.5.

3.6.
3.7.

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

5.1.

5.2.

5.3.

5.4.

REAGENSI

Svi reagensi trebaju biti analiticke Cistoce (p.a.).
2N sumporna kiselina

Kalijev jodid

Amonijev molibdat

0,1 N natrijev tiosulfat

10 % (m/v) otopina kalijeva jodida, pripremljena neposredno prije
uporabe

20 % (m/v) otopina amonijeva molibdata

1 % (m/v) otopina Skroba

APARATURA I OPREMA
Cage, 100 ml

Bireta, 50 ml

Standardne tikvice, 250 ml
Menzure, 25 i 100 ml

Pipete s jednom oznakom, 10 ml

Erlenmeyerove tikvice, 250 ml

METODA

U ¢asu od 100 ml odvaze se 10 g (m grama) proizvoda, koji sadrzi oko
0,6 g vodikova peroksida. Sadrzaj se prenese s vodom u standardnu
tikvicu od 250 ml, tikvica se nadopuni do oznake vodom i mijeSa.

Otpipetira se 10 ml otopine uzorka (5.1.) u Erlenmeyer tikvicu od 250
ml (4.6.) i doda se uzastopno 100 ml 2N sumporne kiseline (3.1.), 20 ml
otopine kalijeva jodida (3.5.) i tri kapi otopine amonijeva molibdata
(3.6.).

Nastali jod se odmah titrira otopinom 0,I1N natrijev tiosulfata (3.4.) i
neposredno prije tocke zavrSetka doda se nekoliko mililitara skroba kao
indikatora (3.7.). Zapise se utroSak 0,1 N natrijev tiosulfata (3.4.) u
mililitrima (V).

Na nacin opisan u odjeljcima 5.2. 1 5.3. izvede se slijepa proba, tako da
se zamijeni 10 mL uzorka s 10 ml vode. ZapiSe se utrosak 0,1 N natrijev
tiosulfata za slijepu probu (Vo ml).

RACUN

Izracuna se sadrzaj vodikova peroksida u proizvodu kao maseni udio (%
m/m) pomocu sljede¢e formule:

(V=Vo) x 1,7008 x 250 x 100

m x 10 x 1000

(V-Vo) x 4,252
m
gdje je:
m = koli¢ina analiziranog uzorka u gramima (5.1.),

Vo

utro$ak 0,1 N otopine natrijeva tiosulfata u mililitrima za slijepu
probu (5.4.),

<
|

= utroSak 0,1 N otopine natrijeva tiosulfata u mililitrima za titra-
ciju otopine uzorka (5.3.).
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PONOVLIIVOST (')

Za proizvod koji sadrzi oko 6 % m/m vodikova peroksida apsolutna
vrijednost razlike u rezultatima izmedu dva usporedna odredivanja
provedena na istom uzorku ne treba biti ve¢a od 0,2 %.

II. IDENTIFIKACIJA 1 POLUKVANTITATIVNO ODREDIVANJE

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

NEKIH OKSIDACIJSKIH BOJILA U BOJILIMA ZA KOSU

SVRHA I CILJ

Ta metoda je pogodna za identifikaciju i polukvantitativno odredivanje
sljedec¢ih tvari u bojilima za kosu koja su u obliku krema ili tekuéina:

Tvari Simbol
Fenilenediamini
o-fenilenediamin (OPD)
m-fenilenediamin (MPD)
p-fenelenediamin (Prilog V.) (PPD)
Metilfenilenediamini
4-metil-1,2-fenilenediamin (toluen-3,4-diamin) (OTD)
4-metil-1,3-fenilenediamin (toluen-2,4-diamin) (MTD)
2-metil-1,4-fenilenediamin (toluen-2,5-diamin) (PTD)
Diaminofenoli
2,4-diaminofenol (DAP)
Hidrokinon
1,4 benzendiol (H)
a-nafiol (o-N)
Pirogalol
1,2, 3-trihidroksibenzen P)
Resorcinol
1,3-dihidroksibenzen (R)
NACELO

Oksidacijska bojila se ekstrahiraju pri pH 10 96 % etanolom iz bojila u
obliku kreme ili tekucine i identificiraju se tankoslojnom kromatografi-
jom, bilo jedno-, bilo dvodimenzionalnom.

Za polukvantitativno odredivanje tih tvari, kromatogram uzoraka se
usporeduje pomocu Cetiri sustava za razvijanje s onima za referentne
tvari, dobivene u isto vrijeme i pod §to je viSe moguce jednakim uvje-
tima.

REAGENSI

Svi reagensi trebaju biti analiticke &istoce (p.a.).
Bezvodni etanol

Aceton

Etanol, 96 % v/v

Otopina amonijaka, 25 % (d3° = 0,91)
L(+)-askorbinska kiselina

Kloroform

Cikloheksan

() Vidjeti ISO 5725.
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3.21.

3.22.
3.22.1.

3.22.2.

3.22.3.

3.224.

Dusik, tehnicke ¢&istoce

Toluen

Benzen

N-butanol

Butan-2-ol

Hipofosforna kiselina, 50 % otopina v/v
Diazo reagens: ili

— 3-nitro-1-benzendiazonijev naftalenbenzoat (u obliku stabilizirane
soli) kao u Red 2 JN — Francolor,

— 2-kloro-4-nitro-1-benzendiazonijev naftalenbenzoat (u obliku stabili-
zirane soli) kao u NNCD reagensu - referentni br. 74 150 FLUKA,

ili ekvivalent.

Srebrov nitrat
p-dimetilaminobenzaldehid
2,5-dimetilfenol

Zeljezov(III) klorid heksahidrat

Klorovodi¢na kiselina, 10 % otopina m/v

Referentne tvari

Referentne tvari su one prikazane u odjeljku 1. ,,Svrha i cilj”. U sluc¢aju
aminospojeva, referentna tvar mora biti ili hidroklorid (mono ili di) ili
slobodna baza.

Referentne otopine 0,5 % (m/v)
Pripremi se 0,5 % otopina svake od referentnih tvari iz odjeljka 3.20.

Odvaze se 50 mg £+ 1 mg referentne tvari u standardnu tikvicu od 10 ml.
Doda se 5 ml 98 % etanola (3.3.) i 250 mg askorbinske kiseline (3.5.).
Otopina se zaluzi dodatkom otopine amonijaka (3.4.) na oko pH 10
(provjeri se indikator papirom). Nadopuni se do 10 ml 96 % etanolom
(3.3.) i mijesa. Otopine se mogu drzati tjedan dana na hladnom i
tamnom mjestu. Ponekad nakon dodatka askorbinske kiseline i amoni-
jaka moze nastati talog. Prije nastavka rada, potrebno je pustiti da se
talog slegne.

Otapala za razvijanje

Aceton — kloroform — toluen (35:25:40 po volumenu)

Kloroform — cikloheksan — apsolutni alkohol — 25 % amonijak (80: 10:
10: 1 po volumenu)

Benzen — butan-2-ol — voda (50: 25:25 po volumenu). Dobro se protresa
i nakon odvajanja faza na sobnoj temperaturi (20 do 25 °C) uporabi se
gornja faza.

n-butanol — kloroform — reagens M (7: 70: 23 po volumenu). Pazljivo se
razdvoje faze na sobnoj temperaturi (20 do 25 °C) te se rabi doljnja faza.

Priprava reagensa M

Otopina amonijaka, 25 % (v/v) 24 volumna dijela
Hipofosforna kiselina, 50 % (3,13) 1 volumni dio

Voda 75 volumnih dijelova
Napomena

Sredstva za razvijanje koja sadrze amonijak moraju se dobro protresti
prije uporabe.
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3.23.
3.23.1.

3.23.2.

3.23.3.

3.23.4.

4.2.

43.

5.1

Rasprsivadi za indikaciju

Diazo reagens

Pripremi se 5% (m/v) vodena otopina odabranog reagensa (3.14.).
Otopina mora biti svjeze pripremljena, neposredno prije uporabe.
Ehrilchov reagens

Otopi se 2 g p-diametilaminobenzaldehida (3.16.) u 100 ml 10 % (m/v)
vodene otopine klorovodiéne kiseline (3.19.).

2,5-dimetilfenol — Zeljezov(Ill) klorid heksahidrat
Otopina 1: Otopi se 1 g dimetilfenola (3.17.) u 100 ml 96 % etanola
(3.3).

Otopina 2: Otopi se 4 g zeljezova(Ill) klorida heksahidrata (3.18.) u 100
ml 96 % etanola (3.3.).

Za razvijanje se te otopine rasprSuju odvojeno, najprije otopina 1, zatim
otopina 2.
Amonijakalni srebrov nitrat

25 % amonijak (3.4.) se doda u 5% (m/v) vodenu otopinu srebrova
nitrata (3.15.) dok se talog ne otopi. Taj reagens mora biti pripremljen
neposredno prije uporabe. Reagens se ne Cuva.

APARATURA

Uobicajena laboratorijska oprema za tankoslojnu kromatografiju.

Plasti¢ni ili stakleni pokrov konstruiran tako, da kromatografska ploca
moze biti okruzena dusikom tijekom primjene mrlja i suSenja. Ta mjera
opreza je potrebna jer su pojedina bojila podlozna oksidaciji.

Mikrosprica, 10 pL, graduirana na 0,2 razdjeljka, s ravno prerezanom
iglom, ili, bolje, 50 mikrolitarski automatski razdjeljivac, koji je namje-
Sten na stalak za Stipaljke tako, da se ploca moze drzati u atmosferi
dusika.

Tankoslojne silikagel ploce spremne za uporabu, 0,25 mm debele, veli-
¢ine 20 x 20 cm (Macherey i Nagel, Silica G-HR, koje su na plasti¢noj
potpori, ili ekvivalent)

Centrifuga, 4 000 okretaja/minuta

Kivete za centrifugiranje, 10 ml s PTFE-obloZzenim kapicama s navo-
jima, ili ekvivalent

POSTUPAK

Obrada uzoraka za testiranje

Odbaci se prvih 2 do 3 cm kreme istisnute iz tube.

U kivetu centrifuge (4.3.), prethodno ispranu dusikom, stavi se sljedece:
300 mg askorbinske kiseline s 3 g kreme ili 3 g homogenizirane teku-
¢ine.

Doda se kap po kap 25 % amonijaka (3.4.) do pH 10. Nadopuni se 96 %
etanolom (3.3.).

Homogenizira se pod dusikom (3.8.), zacepi i centrifugira na 4 000
okretaja/min. 10 minuta.

Upotrijebi se bistra tekucina nad talogom (supernatantna).
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5.2.

5.2.1.

5.2.2.

5.2.3.

5.2.4.

5.2.5.

Kromatografija
Mrljanje (obojenje) ploca

U atmosferi dusika (3.8.) nanese se na kromatografsku plocu (4.1.3.) 1
uL svake od gore opisanih referentnih otopina na devet tocaka udaljenih
medusobno oko 1,5 cm duz linije, priblizno 1,5 cm od ruba ploce. Ta
mjesta s referentnim otopinama poredana su kako slijedi:

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

Nadalje se na toc¢ke 10 i 11 nanese 2 uL otopina uzoraka za testiranje
dobivenih u skladu s odjeljkom 5.1. Plo¢a se drzi pod dusikom (3.8.) do
trenutka kromatografiranja.

Razvijanje

Plo¢a se stavi u posudu prethodno ispranu dusikom (3.8.), zasicenu
jednim od cetiri otapala (3.22.) i pusti da se razvija na sobnoj tempera-
turi (20 do 25 °C) u mraku, sve dok se fronta otapala ne pomakne oko
15 cm od osnovne linije.

Ploca se makne i susi pod dusikom (3.8.) na sobnoj temperaturi.
Prskanje

Plo¢a se odmah poprska jednim od Cetiri otapala specificiranih u 3.23.
Identifikacija

Usporede se Ry vrijednosti i boje dobivene od uzorka s onima kromato-
grafiranih referentnih tvari.

Tablica I. prikazuje primjere R vrijednosti i boja za svaku tvar, ovisno o
uporabljenom otapalu i indikatoru.

Potvrda sumnjivih identifikacija se moze ponekad posti¢i tako, da se
otopina odgovarajuce referentne tvari doda ekstraktu uzorka.

Polukvantitativno procjenjivanje

Vizualno se usporedi intenzitet mrlja za svaku tvar identificiranu u 5.2.4.
s odgovaraju¢im rasponom koncentracija referentnih tvari.

Ako je koncentracija jedne ili viSe tvari u uzorku prevelika, razrijedi se
ekstrakt uzorka i mjerenje ponovi.



TABLICA 1.

R¢ vrijednosti i boje dobivene nakon rasprsivanja

Otopine za razvijanje Rasprsivadi za indikaciju
Referentna

tvar Rf-vrijednosti Rezultantne boje

(320) 3221 | 3222 | 3223) | 3224 (?1222?) ghzrgczh) Digf’gf;’“’l (?513\].2)
OPD 0,62 0,60 0,30 0,57 blijedosmeda — — blijedosmeda
MPD 0,40 0,60 0,47 0,48 ljubiasto smeda (*) | zuta blijedosmeda blijedosmeda
PPD 0,20 0,50 0,30 0,48 smeda svijetlocrvena (*) ljubicasta siva
OTD 0,60 0,60 0,53 0,60 smeda (¥) blijedonarancasta blijedo smeda sivkastosmeda
MTD 0,40 0,67 0,45 0,60 crvenkastosmeda (*) | zuta smeda crna
PTD 0,33 0,65 0,37 0,70 smeda narancasta ljubicasta (*) siva
DAP 0,07 — 0 0,05 smeda narancasta ljubicasta smeda

H 0,50 0,35 0,80 0,20 — narancasta ljubicasta crna (¥)

o-N 0,90 0,80 0,90 0,75 smedenarancasta — ljubicasta (¥) crna

P 0,37 — 0,67 0,05 smeda vrlo blijedoljubicasta | vrlo blijedosmeda smeda (*)

R 0,50 0,37 0,80 0,17 narancasta (*) blijedoljubicasta vrlo blijedosmeda blijedosmeda

Napomena 1. OPD je prikazan posebno; mora se uporabiti otopina (3.22.3) odvojeno da se jasno razlu¢i OTD

2. (*) Oznacuje najbolju boju pri razvijanju

0661'70°01 — ¥H — ¥Er0T1C861

200°100

€l
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6.2.
6.2.1.

6.3.

6.4.
6.4.1.

6.4.2.

6.4.3.

6.4.4.

6.4.5.

6.4.6.

6.4.7.

ISPITIVANJE DVODIMENZIONALNOM TANKOSLOJNOM
KROMATOGRAFIIOM

Postupak dvodimenzionalne kromatografije zahtijeva uporabu dodatnih
standarda i reagensa.

Dodatne referentne otopine i tvari

B-naftol (B-N)

2-aminofenol (OAP)

3-aminofenol (MAP)

4-aminofenol (PAP)

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

4-nitro-1,2,-fenilendiamin (4-NOPD). Pripremi se 0,5 % m/v otopina
svake od dodatnih referentnih tvari kako je opisano u 3.21.

Dodatna otapala za razvijanje

Etil acetat — cikloheksan — otopina amonijaka, 25 % (65: 30: 0,5 po
volumenu)

Dodatni sustav za indikaciju

U posudu za razvijanje za tankoslojnu kromatografiju stavi se staklena
posuda, doda oko 2 g kristalnog joda i posuda zatvori odgovaraju¢im
zaklopcem.

Kromatografija

Na povrsinu apsorbenta na tankoslojnoj ploci (4.1.3.). ucrtaju se dvije
linije, kako pokazuje slika 1.

U atmosferi dusika (4.1.1.) nanese se 1 do 4 pL ekstrakta (5.1.) na
osnovnu to¢ku 1 (Slika 1.) koja je na 2 cm od obje strane. Koli¢ina
ekstrakta ovisi o intenzitetu mrlja na kromatogramima 5.2.

Izmedu toc¢aka 2 i 3 (Slika 1.) podijele se oksidacijska bojila koja su
identificirana ili se trebaju identificirati prema 5.2. (udaljenost izmedu
to¢aka 1,5 cm). Nanese se 2 puL svake od referentnih otopina — osim
DAP kojega mora biti 6 uL.. Provede se postupak pod dusikom (6.4.2.).

Ponovi se postupak iz 6.4.3. na osnovnim to¢kama 4 i 5 (Slika 1.) i drzi ploca
pod dusikom do trenutka kromatografiranja (udaljenost tocaka 1,5 cm).

Posuda za kromatografiranje ispere se duSikom (3.8.) i stavi u nju
prikladna koli¢ina otapala za razvijanje 3.22.2. Ploca (6.4.4.) se stavi
u posudu i razvija u mraku u prvom smjeru elucije (Slikal.). Eluira se
sve dok fronta otapala ne dosegne liniju oznacenu na ploc¢i (priblizno
13 cm).

Plo¢a se makne iz posude i stavi se u posudu za kromatografiju, pret-
hodno ispranu dusikom, kako bi eluacijsko otapalo isparilo za najvise 60
minuta.

Graduiranom epruvetom za testiranje stavi se prikladna koli¢ina eluacij-
skog otapala (6.2.) u posudu ispranu dusikom (3.8.), stavi se ploca,
zarotirana za 90° u posudu (6.4.6.) i kromatografira se u drugom
smjeru (takoder u mraku), dok fronta otapala ne dosegne liniju
ucrtanu na povrsinu apsorbenta. Plo¢a se makne iz posude i eluacijsko
otapalo se isparava na zraku.
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6.4.8.

6.4.9.

Ploca se stavi na 10 minuta u kromatografsku posudu s parama joda
(6.3.) 1 interpretiraju se dvosmjerni kromatogrami pomocu Ry vrijednosti
i boje referentnih tvari, kromatografiranih u isto vrijeme (Tablica II.
prikazuje vodi¢ za Ry vrijednosti i boje).

Napomena

Kako bi se dobilo najjace obojenje mrlja, ostavi se kromatogram izlozen
atmosferi pola sata nakon razvijanja.

Prisustvo oksidacijskih bojila, pronadenih u 6.4.8. moze se definitivno
potvrditi ponavljanjem postupka opisanog u 6.4.1.do 6.4.8. i dodatkom 1
puL referentne tvari identificirane u 6.4.8. na osnovnu toc¢ku 1, na vrh
koli¢ine ekstrakta specificiranog u 6.4.2.

Ako se u usporedbi s kromatogramom dobivenim u 6.4.8. ne nade
drugih mrlja, interpretacija kromatograma 6.4.8. je ispravna.
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TABLICA 1I.

Boja referentnih tvari nakon kromatografije i razvijanja s jodovim parama

Referentne tvari Boja nakon razvijanja s jodovim parama
R bez
P smeda
a-N ljubicasta
B-N blijedosmeda
H ljubi¢astosmeda
MPD zuékastosmeda
PPD ljubi¢astosmeda
MTD tamnosmeda
PTD zuékastosmeda
DAP tamnosmeda
OAP narancasta
MAP zuckastosmeda
PAP ljubi¢astosmeda
2-NPPD smeda
4-NOPD narancasta
Slika 1.
Pravac 1I
|-
L
T .
L]
5cm 1,5cm
L]
5
N
A
A
E
-
13cm E
1,5cm
1
° 2 . . 3
2 im
2cm | 13 cm 5cm
ald » »
Ll ] Ll Ll




1982100434 — HR — 10.04.1990 — 001.002 — 17

3.1

3.2.

3.3.
3.4.

4.1.
42.
43.
44.
45.
4.6.

5.2

5.3.

5.4.

III. IDENTIFIKACIJA I ODREDPIVANJE NITRITA

A. IDENTIFIKACIJA

SVRHA 1 CILJ

1. Ova metoda je prikladna za identifikaciju nitrita u kozmetickim proiz-
vodima, posebno kremama i pastama.

NACELO

Prisustvo nitrita je indicirano nastankom obojenih derivata s 2-amino-
benzaldehid fenilhidrazonom (Nitrin®).

REAGENSI
Svi reagensi trebaju biti analiticke Cistoce (p.a.)

Razrijedena sumporna kiselina: razrijedi se 2 ml koncentrirane sumporne
kiseline

(d’ = 1,84)
s 11 ml destilirane vode.

Razrijedena klorovodi¢na kiselina: razrijedi se 1 ml koncentrirane kloro-
vodi¢ne kiseline

(d2* = 1,19)
s 11 ml destilirane vode.
Metanol

Otopina 2-aminobenzaldehid fenilhidrazona (Nitrin ® reagens) u meta-
nolu.

Odvaze se 2,0 g Nitrina ® i kvantitativno se prenese u standardnu
tikvicu od 100 ml. Kap po kap se dodaje 4 ml razrijedene klorovodi¢ne
kiseline (3.2.) i protrese se. Do oznake se dopuni metanolom i promi-
jesa, dok otopina ne postane potpuno bistra. Otopina se spremi u smedu
staklenu bocu (4.3.).

APARATURA

Case, 50 ml

Standardne tikvice, 100 ml
Smeda staklena boca, 125 ml
Staklena ploca, 10 x 10 cm
Plasticna lopatica (spatula)

Filtrirni papir, 10 x 10 cm

POSTUPAK

Preko staklene ploce (4.4.) se ravnomjerno rasprostre dio uzorka koji
treba analizirati, tako da pokrivni sloj ne bude deblji od 1 cm.

Namoc¢i se list filtrirnog papira (4.6.) u destiliranu vodu. Polozi ga se na
uzorak i pritisne prema dolje plasticnom lopaticom (spatulom) (4.5.).

Priceka se oko jedne minute i nanese se u srediste filtrirnog papira:
— dvije kapi razrijedene sumporne kiseline (3.1.)
— zatim se doda jo$ dvije kapi Nitrinove ® otopine (3.4).

Nakon 5 do 10 sekundi ukloni se filtrirni papir te ga se ispita i na
dnevnom svjetlu. Na prisutnost nitrita ukazuje crveno ljubicasto (grim-
izno) obojenje.

Ako je sadrzaj nitrita nizak, crveno ljubicasta boja se nakon pet do 15
sekundi mijenja u zutu. Ako su prisutne velike koli¢ine nitrita, do
promjene boje dolazi tek nakon jedne do dvije minute.
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4.2.

4.3.
4.4.

4.5.

4.6.

5.2.
5.3.
5.4.
5.5.
5.6.
5.7.

NAPOMENA
Intenzitet crvenoljubicaste boje i vrijeme koje protekne do promjene boje
u Zutu moze biti indikator sadrzaja nitrita u uzorku.

B. ODREDIVANIE

SVRHA

Ova metoda opisuje odredivanje nitrita u kozmeti¢kim proizvodima.

DEFINICIJA

Sadrzaj nitrita u uzorku odreden ovom metodom izrazava se kao maseni
udio (%) natrijeva nitrita.

NACELO

Nakon razrjedivanja uzorka vodom i razbistrenja, prisutni nitriti reagiraju
sa sulfanilamidom i N-1-naftiletilendiaminom te se mjeri opticka gustoca
dobivene boje na 538 nm.

REAGENSI
Svi reagensi trebaju biti analiticke Cistoce (p.a.)

Reagensi za bistrenje: ti reagensi ne trebaju se koristiti dulje od tjedan
dana nakon priprave.

Carrez 1. reagens:

Otopi se 106 g kalijeva cianoferata (II), K4Fe(CN)g x 3H,O, u destili-
ranoj vodi i razrijedi vodom na 1 000 ml.

Carrez II. reagens:

Otopi se 219,5 g cinkova acetata Zn(CH;COO), x 2H,0 i 30 ml ledene
octene kiseline u destiliranoj vodi i razrijedi vodom na 1 000 ml.

Otopina natrijeva nitrita:

Otopi se 0,500 g natrijeva nitrita u destiliranoj vodi u odmjernoj tikvici
od 1000 ml i razrijedi vodom do oznake. Razrijedi se 10,00 ml te
osnovne standardne otopine na 500 ml.; 1 ml posljednje otopine = 10
mikrograma NaNO,.

IN otopina natrijeva hidroksida

0,2 % otopina sulfanilamid hidroklorida:

Otopi se 2,0 g sulfanilamida u 800 ml vode uz zagrijavanje. Ohladi se i
doda 100 ml koncentrirane klorovodiéne kiseline uz mijesanje. Razrijedi
se vodom na 1000 ml.

5N klorovodi¢na kiselina

N-1-naftil reagens

Ta otopina mora biti pripravljena na dan uporabe. Otopi se 0,1 g N-1-
naftiletilendiamina dihidroklorida u vodi i razrijedi vodom na 100 ml.

APARATURA

Analiticka vaga

Odmjerne tikvice od 100, 250, 500 i 1 000 ml
Trbusaste ili graduirane pipete

Menzure od 100 ml

Naborani filtrirni papir bez nitrita, promjera 15 cm
Vodena kupelj

Spektrofotometar s optickom éelijom (kivetom) duljine puta 1 cm
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5.8.

5.9.

5.10.

6.2.

6.3.

6.4.

6.5.

6.6.

6.7.

6.8.

6.9.

6.10.

pH metar
Mikrobireta od 10 ml

Case od 250 ml

POSTUPAK

Odvaze se oko 0,5 g (m grama) s tocnos¢u od 0,1 mg homogeniziranog
uzorka, prenese se vru¢om destiliranom vodom kvantitativno u ¢aSu od
250 ml (5.10.) i nadopuni vru¢om destiliranom vodom na priblizno 150
ml. Casa (5.10.) se stavi na pola sata u vodenu kupelj (5.6.) na 80 °C.
Tijekom tog vremena sadrzaj se povremeno protrese.

Ohladi se na sobnu temperaturu i doda se uzastopno, uz mijeSanje, 2 ml
Carrez 1. reagensa (4.1.1.) i 2 ml Carrez II. reagensa (4.1.2.).

Doda se 1N natrijeva hidroksida, kako bi se pH podesio na 8,3. (Pritom
se rabi pH metar (5.8.)). Sadrzaj se kvantitativno prenese u odmjernu
tikvicu od 250 ml (5.2.) i nadopuni do oznake destiliranom vodom.

Sadrzaj se mijesa i filtrira preko naboranog filtrirnog papira (5.5.).

Odpipetira se (5.3.) najviSe 25 ml bistrog filtrata u odmjernu tikvicu od
100 ml (5.2.) i doda destilirane vode do volumena od 60 ml.

Nakon mijeSanja doda se 10,0 ml otopine sulfanilamid hidroklorida
(4.4.), pa zatim 6,0 ml 5N klorovodi¢ne kiseline (4.5.). Promijesa se i
pusti stajati pet minuta. Doda se 2,0 ml N-I-naftil reagensa (4.6.),
promijesa 1 pusti stajati tri minute. Razrijedi se vodom do oznake i
promijesa.

Pripremi se slijepa proba ponavljanjem postupaka 6.5. i 6.6., bez
dodatka N-1-naftil reagensa (4.6.).

Izmjeri se (5.7.) optic¢ka gustoca otopine dobivene u 6.6., uz slijepu
probu kao referentnu otopinu, na 538 nm.

Iz kalibracijskog grafa (6.10.) ocita se sadrZaj natrijev nitrita u mikro-
gramima na 100 ml otopine (m; mikrograma), $to odgovara optic¢koj
gusto¢i izmjerenoj u 6.8.

Uporabivsi 10 pg po ml otopine natrijeva nitrita (4.2.), pripremi se
kalibracijski graf za koncentracije od 0, 20, 40, 60, 80, 100 pg natrijeva
nitrita na 100 ml.

RACUN
IzraCuna se sadrzaj natrijeva nitrita u uzorku u postotku kao maseni udio
pomocu sljedece formule:

250 100 m;
%NaNO, = —— 10°x — = ———
% NaNO, melx ><m V x m x 40
gdje je:
m = masa uzorka, odvaganog za analizu, u gramima (6.1),
m; = koli¢ina natrijeva nitrita, odredenog u 6.9, u mikrogramima,
V = broj mililitara filtrata, uporabljenoga za mjerenje (6.5).

PONOVLIIVOST (%)

Za sadrzaj od oko 0,2 % m/m natrijeva nitrita apsolutna vrijednost
razlike u rezultatima izmedu dva usporedna odredivanja provedena na
istom uzorku ne treba biti veca od 0,005 %.

() Vidjeti ISO 5725.
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IV. UTVRDIVANJE I ODREDIVANJE SLOBODNOG FORMALDEHIDA

1.1.

1.2.

1.3.

3.1

3.2.

3.2.1.

322

3.2.3.

3.2.4.

3.255.

3.3.
33.1.

SVRHA I CILJ
Ova metoda opisuje utvrdivanje i dva odredivanja ovisno o tome je li

donor formaldehida prisutan ili nije. Ona je primjenjiva na sve kozme-
ticke proizvode.

Utvrdivanje

Opéenito odredivanje pomoéu pentan-2,4-dion kolorimetrije

Ova metoda se primjenjuje kada se formaldehid upotrebljava sam ili s
konzervansima koji nisu donori formaldehida.

Tamo gdje to nije slucaj i ako rezultati premasuju najveée dozvoljene
koncentracije mora se upotrijebiti sljedeca metoda dokazivanja.

Odredivanje u prisutnosti donora formaldehida

U gore spomenutoj metodi (1.2.), tijekom dobivanja, donori formalde-
hida se cijepaju Sto dovodi do previsokih rezultata (kombinirani i poli-
merizirani formaldehidi).

Slobodne formaldehide je potrebno odvojiti tekuéinskom kromatografi-
jom.

DEFINICIJA

Sadrzaj slobodnog formaldehida u uzorku prema toj metodi izrazava se
kao maseni udio.

UTVRDIVANIJE

Nacelo

Slobodni ili kombinirani formaldehid u sumporno kiselom mediju
mijenja boju Schiffova reagensa u ruzicastu ili svijetloljubicastu.

Reagensi

Svi reagensi trebaju biti analiticke Cistoce, a voda mora biti deminerali-
zirana.

Fuksin;

Natrijev sulfit hidratiziran s 7H,0;
Koncentrirana klorovodi¢na kiselina (d = 1,19);
Sumporna kiselina, oko 1M;

Schiffov reagens:

100 fuksina (3.2.1.) se odvaze u ¢asu i otopi u 75 ml vode na 80 °C.
Nakon hladenja se dodaje 2,5 g natrijeva sulfita (3.2.2.) Nadopuni se na
100 ml.

Upotrijebiti u roku od dva tjedna.
Postupak
Odvaze se 2 g uzorka u ¢asu od 10 ml.

Dodaju se dvije kapi sumporne kiseline (3.2.4.) i 2 ml Schiffovog
reagensa (3.2.5.). Taj reagens pri uporabi mora biti potpuno bezbojan.

Protrese se i ostavi stajati pet minuta.



1982100434 — HR — 10.04.1990 — 001.002 — 21

4.1.

4.2.

4.2.1.

4.2.2.

4.2.3.

4.2.4.

4.2.5.

4.2.6.

4.2.7.

4.2.8.

4.2.9.

4.2.10.

4.2.11.

4.2.12.

4.2.13.

4.2.14.

Ako se u roku od pet minuta opazi ruziCasta ili svjetloljubicasta boja,
formaldehid je prisutan u vise od 0,01 % i treba se odrediti slobodnom i
kombiniranom metodom (4) i postupkom (5) ako je potrebno.

OPCENITO ODREDIVANJE PENTAN-2,4-DION KOLORIME-
TRIJOM

Nacelo

Formaldehid reagira s pentan-2,4-dionom u prisutnosti amonijeva acetata
dajuci 3,5-diacetil-1,4-dihidrolutidin. On se ekstrahira butan-1-olom te se
mjeri apsorbanca ekstrakta na 410 nm.

Reagensi

Svi reagensi trebaju biti analiticke Cistoce (p.a.) a voda mora biti demi-
neralizirana.

Bezvodni amonijev acetat;
Koncentrirana octena kiselina d?%, = 1,05;

Pentan-2,4-dion svjeze destiliran pod snizenim tlakom 25 mm Hg 25° -
ne smije pokazivati nikakvu apsorpciju pri 410 nm;

Butan-1-ol;

Klorovodi¢na kiselina, 1 M;
Klorovodicna kiselina, priblizno 0,1 M;
Natrijev hidroksid, 1 M;

Svjeze pripremljena otopina $kroba u skladu s europskom farmakopejom
(1 g/50 ml vode), drugo izdanje 1980., dio I-VII-1-1;

Formaldehid masenog udjela 37 do 40 %;
Standardna otopina joda, 0,05 M;
Standardna otopina natrijeva tiosulfata, 0,1 M;

Pentan-2,4-dion reagens:

U odmjernoj tikvici od 1 000 ml otopi se:

— 150 g amonijeva acetata (4.2.1.),

— 2 ml pentan-2,4-diona (4.2.3.),

— 3 ml octene kiseline (4.2.2.).

Nadopuni se do 1 000 ml vodom (pH otopine oko 6,4).
Reagens mora biti svjeze pripremljen;

Reagens (4.2.12.) bez pentan-2,4-diona;

Formaldehidni standard: ishodisna otopina

Stavi se 5 g formaldehida (4.2.9.) u mjernu tikvicu od 1000 ml i
nadopuni vodom do 1 000 ml.

Odredi se jakost dobivene otopine kako slijedi:

Ukloni se 10,00 ml; doda se 25,00 ml standardne otopine joda (4.2.10.) i
10,00 ml otopine natrijeva hidroksida (4.2.7.).

Ostavi se da stoji pet minuta.
Zakiseli se s 11,00 ml HCI (4.2.5.) i odredi suviSak joda sa standardnom
otopinom natrijeva tiosulfata (4.2.11.), uz otopinu Skroba (4.2.8.) kao

indikatora.

1 ml 0,05 M utroSenog joda (4.2.10.) jednako je 1,5 mg formaldehida;
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4.2.15.

4.4.
4.4.1.

4.4.2.

4.4.3.

4.4.4.
4.4.4.1.

4.4.42.

4.4.43.

Formaldehidni standard: razrijedena otopina

Ishodi$na otopina formaldehida razrijedi se redom na 1/20 i zatim 1/100
vodom.

1 ml te otopine sadrzi oko 1 pg formaldehida.

Izrauna se tocan sadrzaj.

Aparatura

Standardna laboratorijska aparatura;

Filtar za odvajanje faza, Whatman 1 PS (ili ekvivalent);
Centrifuga;

Vodena kupelj podesena na 60 °C;

Spektrofotometar;

Staklene celije s optickim putom duljine 1 cm.

Postupak
Otopina uzorka

U odmjernu tikvicu od 100 ml odvaze se unutar 0,001 g koli¢ina (u g)
uzorka za ispitivanje koja odgovara pretpostavljenoj koli¢ini formalde-
hida od oko 150 pg.

Nadopuni se do 100 ml vodom i promije$a (otopina S).

(Provjeri se je li pH blizu 6; ako nije, razrijedi se u otopini klorovodi¢ne
kiseline (4.2.6.).)

U Erlenmeyerovu tikvicu od 50 ml doda se:

— 10,00 ml otopine S,

— 5,00 ml pentan-2,4-dion reagensa (4.2.12.),

— demineralizirana voda do kona¢nog volumena od 30 ml.

Referentna otopina

Moguca interferencija uzrokovana pozadinskom bojom u uzorku za ispi-
tivanje uklanja se uporabom sljedece referentne otopine:

U Erlenmeyerovu tikvicu od 50 ml doda se:

— 10,00 ml otopine S,

— 5,00 ml reagensa (4.2.13.),

— demineralizirane vode do kona¢nog volumena od 30 ml.
Slijepa proba

U Erlenmayerovu tikvicu od 50 ml doda se:

— 5,0 ml pentan-2,4-dion reagensa (4.2.12.),

— demineralizirane vode do kona¢nog volumena od 30 ml.

Odredivanje

Protresu se smjese iz 4.4.1., 4.4.2. i 4.4.3. Erlenmeyerove tikvice se
urone u vodenu kupelj pri 60 °C na to¢no 10 minuta. Pusti se hladiti
dvije minute u kupelji ledene vode.

Prenese se u lijevke za odjeljivanje od 50 ml koji sadrze 10 ml butan-1-
ola (4.2.4.). Svaka tikvica se ispere s 3 do 5 ml vode. Smjesa se snazno
protresa to¢no 30 sekundi. Pusti se da se faze odvoje.

Butan-1-ol faza se filtrira u mjernu ¢éeliju (4.3.2.) kroz filtar za odvajanje
faza. Moze se i centrifugirati (3 000 g, tijekom pet minuta).
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4.4.44.

4.4.4.5.

4.4.5.
445.1.

4452,

4.4.53.

4.45.4.

4.45.5.

4.5.
4.5.1.

4.6.

5.1

5.2.

Na 410 nm se mjeri apsorbanca A, ekstrakta otopine uzorka iz 4.4.1.
prema ekstraktu referentne otopine 4.4.2.

Jednako se mjeri apsorbanca A, ekstrakta otopine slijepe probe iz 4.4.3.
prema butan-1-olu.

Napomena: Svi postupci se moraju provesti u roku od 25 minuta od
trenutka u kojem su Erlenmeyerove tikvice stavljene u
vodenu kupelj pri 60 °C.

Kalibracijska krivulja

U Erlenmeyerovu tikvicu od 50 ml stavi se:

— 5,00 ml razrijedene standardne otopine iz 4.2.15.,

— 5,00 ml pentan-2,4-dion reagensa (4.2.12.),

— demineralizirane vode do kona¢nog volumena od 30 ml.

Nastavi se kako je opisano u 4.4.4. i mjeri se apsorbanca prema butan-1-
olu (4.2.4.).

Postupak se ponovi s 10, 15, 20 i 25 ml razrijedene standardne otopine
(4.2.15).

Kako bi se dobila nulta vrijednost (koja odgovara obojenju reagensa)
nastavi se kao u 4.4.4.5.

Konstruira se kalibracijska krivulja nakon oduzimanja nulte vrijednosti
od svake apsorbance dobivene u 4.4.5.1. i 4.4.5.3. Beerov zakon vrijedi
do 30 pg formaldehida.

Izracuni

Oduzme se A, od A; i o¢ita iz kalibracijske krivulje (4.4.5.5.) u pg
koli¢ina C formaldehida u otopini uzorka (4.4.1.).

Izraduna se sadrzaj formaldehida u uzorku (maseni udio) pomocu slje-
dece formule:

C
sadrzajformaldehidau % = 10 m

gdje je:

m = masa dijela za testiranje u 9.

Ponovljivost (1)

Za sadrzaj formaldehida od 0,2 %, razlika izmedu dva rezultata dobivena
u dva odredivanja provedena usporedno na istom uzorku ne smije biti
veéa od 0,005 % za odredivanje pomoc¢u pentan-2,4-dion kolorimetrije.

Ako se odredivanjem slobodnog formaldehida dobiju rezultati ve¢i od
najveée koncentracije odredene u Direktivi 76/768/EEZ, tj:

(a) izmedu 0,05 % i 0,2 % u neoznacenom proizvodu;
(b) veca od 0,2 % u proizvodu, bez obzira je li oznacen ili nije

mora se promijeniti postupak u 5 (dolje).
ODREDIVANIJE U PRISUTNOSTI DONORA FORMALDEHIDA

Nacelo

Odvojeni formaldehid se prevede u zuti lutidinski derivat reakcijom s
pentan-2,4-dionom u postkolonskom reaktoru, a dobiveni derivat se
otkrije apsorbancom na 420 nm.

Reagensi

Svi reagensi trebaju biti analiticke Cistoce (p.a.), a voda mora biti demi-
neralizirana.

() 1SO 5725.
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5.2.1.

5.2.2.

5.2.3.

5.2.4.

5.2.5.

5.2.6.

5.2.7.

5.2.8.

5.2.9.

5.2.10.

5.2.11.

5.2.12.

5.2.13.

5.2.14.

5.2.15.

5.2.16.

5.2.17.

5.2.18.

Voda primjerena za HPLC ili voda ekvivalentne kakvoce;
Bezvodni amonijev acetat;

Koncentrirana octena kiselina;
Pentan-2,4-dion (drzi se pri 4 °C);
Bezvodni dinatrijev fosfat;

85 %-tna ortofosforna kiselina (d = 1,7);
Metanol primjeren za HPLC;
Diklorometan;

Formaldehid masenog udjela 37 do 40 %;
Natrijev hidroksid, 1 M;

Klorovodic¢na kiselina, 1 M;
Klorovodi¢na kiselina, 0,002 M;

Otopina skroba, svjeze pripremljena prema europskoj farmakopeji
(vidjeti 4.2.8.);

Standardna otopina joda, 0,05 M;
Standardna otopina natrijeva tiosulfata, 0,1 M;

Pokretna faza:

Vodena otopina dinatrijeva fosfata (5.2.5.), 0,006 M podeSena na pH 2,1
s ortofosfornom kiselinom (5.2.6.);

Postkolonski reagens:

U odmjernoj tikvici od 1 000 ml otopi se:
— 62,5 g amonijeva acetata (5.2.2.),

— 7,5 ml octene kiseline (5.2.3.),

— 5 ml pentan-2,4-diona (5.2.4.).
Nadopuniti do 1 000 ml vodom (5.2.1.).
Reagens se ¢uva na tamnom mjestu.
Vrijeme Cuvanja: najvise tri dana pri 25 °C.
Ne smije se promijeniti boja.

Formaldehidni standard: ishodisna otopina

Stavi se 10 g formaldehida (5.2.9.) u odmjernu tikvicu od 1 000 ml i
nadopuni na 1 000 ml vodom.

Odredi se jakost dobivene otopine kako slijedi:

Ukloni se 5,00 ml; doda se 25,00 ml standardne otopine joda (5.2.14.) i
10,00 ml otopine natrijeva hidroksida (5.2.10.).

Pusti se stajati pet minuta.
Zakiseli se s 11,00 ml HCI (5.2.11.) i titrira suviSak standardne otopine
joda standardnom otopinom natrijeva tiosulfata (5.2.15.), uz otopinu

skroba (5.2.13.) kao indikatora.

1 ml otopine joda (5.2.14.) je ekvivalentno s 1,5 mg formaldehida;
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5.2.19.

5.3.10.

5.3.11.

Formaldehidni standard: razrijedena otopina

Razrijedi se ishodi$na otopina na 1/100 dio pocetne jakosti u pokretnoj
fazi (5.2.16.).

1 ml te otopine sadrzi oko 37 mg formaldehida.

Izracuna se tocan sadrzaj.

Aparatura

Standardna laboratorijska aparatura;

HPLC pumpa, bez tresenja;

Niskotlaéna pumpa bez tresenja za reagens (ili druga HPLC pumpa);
Injekcijski ventil s 10 pL petljom;

Postkolonski reaktor sa sljede¢cim komponentama:

+ tikvica s tri grla od 1 litre,

+ grija¢ za tikvicu od 1 litre,

+ dvije Vigreux kolone s najmanje 10 ploca, dvije na hladenje zrakom,

+ cijev od nehrdajuceg celika (za izmjenu topline) 1,6 mm — unutarnji
promjer 0,23 mm, duljina = 400 mm,

+ teflonska cijev 1,6 mm — unutarnji promjer 0,30 mm, duljina 5 m
(francusko pletenje, vidjeti Dodatak 1),

+ jedan T-dio bez nefunkcionalnog volumena (Valco ili ekvivalent),
+ tri jedinice bez nefunkcionalnog volumena

1li: jedan postkolonski modul Applied Biosystems PCRS 520 ili ekvi-
valent opremljen s reaktorom od 1 ml;

Membranski filtar, veli¢ine pora 0,45 um,;
SEP-PAKR C,¢ ¢ahura (ulozak) ili ekvivalent;
Kolone spremne za uporabu:

— Bischoff hypersil RP 18 (tip NC referenca C 25.46 1805)

(5 pm, duljina = 250 mm, unutarnji promjer = 4,6 mm),

— ili Dupont, Zorbax ODS

(5 pm, duljina = 250 mm, unutarnji promjer = 4,6 mm),

— ili Phase SEP, spherisorb ODS 2

(5 pm, duljina = 250 mm, unutarnji promjer = 4,6 mm);
Predkolona
Bischoff K; hypersil RP 18 (referenca K1 G 6301 1805)

(5 pm, duljina = 10 mm, ili ekvivalent);

Kolona i predkolona su povezane pomoc¢u Ecotube sustava (referenca A
15020508 Bischoff) ili ekvivalent;

Aparatura (5.3.5.) se sastavi kako je prikazano u shemi u Dodatku 2.

Spojnice nakon injekcijskog ventila moraju biti najkrace moguce. U tom
slucaju Celi¢na cijev izmedu izlaza iz reaktora i ulaza u detektor hladi
smjesu prije odredivanja, a temperatura u detektoru je nepoznata ali je
konstantna;
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5.3.12.

5.3.13.

5.3.14.

5.3.15.

5.3.16.

5.4.
5.4.1.

5.4.2.

5.4.2.1.

5.4.22.

5.43.

UV vidljivi detektor;
Pisac;

Centrifuga;
Ultrazvuéna kupelj;

Vibrirajuéi mjesa¢ (vortex ili ekvivalent).

Postupak
Kalibracijska krivulja

Dobije se tako da se crtaju visine vrhova kao funkcija koncentracije
formaldehidnog standarda: razrijedeno.

Pripreme se standardne otopine razrjedivanjem formaldehidne referentne
otopine (5.2.19.) s pokretnom fazom (5.2.16.):

— 1,00 ml otopine (5.2.19.) razrijedene na 20,00 ml (oko 185 pg/100 ml),
— 2,00 ml otopine (5.2.19.) razrijedene na 20,00 ml (oko 370 pg/100 ml),
— 5,00 ml otopine (5.2.19.) razrijedene na 25,00 ml (oko 740 pg/100 ml),
— 5,00 ml otopine (5.2.19.) razrijedene na 20,00 ml (oko 925 pg/100 ml).

Standardne otopine se drZe jedan sat na laboratorijskoj temperaturi i
moraju biti svjeze pripremljene.

Linearnost kalibracijske krivulje je dobra za koncentracije izmedu 1,00 i
15,00 pg/ml.

Priprema uzoraka

Emulzije (kreme, osnove za Sminku, tus za oci)

U tikvicu od 100 ml sa ¢epom odvaze se na 0,001 g tocnosti koli¢ina
uzorka za ispitivanje (m g) koja odgovara pretpostavljenoj koli¢ini od
100 pg formaldehida. Doda se to¢no odmjereno 20,00 ml diklorometana
(5.2.8.) 1 20,00 ml klorovodi¢ne kiseline (5.2.12.). MijeSa se vibrira-
juéom mijesalicom (5.3.16.) u ultrazvucnoj kupelji (5.3.15.). Dvije
faze se razdvoje centrifugiranjem (3 000 g" kroz dvije minute). U medu-
vremenu se opere ¢ahura (ulozak) (5.3.7.) s 2 ml metanola (5.2.7.), te se
zatim obradi s 5 ml vode (5.2.1.).

Pusti se 4 ml vodene faze ekstrakta kroz kondicioniranu ¢ahuru (ulozak),
odbaci se prva 2 ml i dobije se sljedeca frakcija.

Losioni, Samponi

U tikvicu od 100 ml s ¢epom odvaze se na 0,001 g to¢nosti koli¢ina

uzorka za ispitivanje (m g) koja odgovara pretpostavljenoj koli¢ini od
500 pg formaldehida.

Nadopuni se do 100 ml pokretnom fazom (5.2.16.).
Otopina se filtrira kroz filtar (5.3.6.) i injektira ili pusti kroz ¢ahuru
(ulozak) (5.3.7.), kondicioniranu kao prije (5.4.2.1.). Sve otopine

moraju biti injektirane odmah nakon pripreme.

Kromatografski uvjeti

— Brzina protoka pokretne faze: 1 ml/min,

— Brzina protoka reagensa: 0,5 ml/min,

— Ukupni protok na izlazu iz detektora: 1,5 ml/min,

— Injektirani volumen: 10 pL,

— Temperatura elucije: ako odvajanja idu tesko, uroni se kolona u

kupku rastaljenog leda: priceka se da se temperatura stabilizira
(15-20 min),
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— Temperatura postkolonske reakcije: 100 °C,
— Detekcija: 420 nm.

Napomena: Cijeli kromatografski sustav i postkolona moraju biti isprane
vodom nakon uporabe (5.2.1.). Ako sustav nije rabljen vise
od dva dana, nakon ispiranja vodom treba ga isprati meta-
nolom (5.2.7.). Prije rekondicioniranja sustava kroz njega se
propusti voda kako bi se izbjegla rekristalizacija.

5.5. Izracun
Emulzije: (5.4.2.1.):

Sadrzaj formaldehida u % (maseni udio):

C-10°.100 _ c-10*
Sm T 5m

Losioni i Samponi:
U tom slucaju formula je:

C-10°-100 C-10*
m - m

gdje je:

m = masa analiziranog uzorka u g (5.4.2.1.),

C = koncentracija formaldehida u pg/100 ml ocitana s kalibracijske

krivulje (5.4.1.).
5.6. Ponovljivost (1)

Za sadrzaj formaldehida od 0,05 %, razlika izmedu dva rezultata dobi-
vena u dva odredivanja provedena usporedno na istom uzorku ne smije
biti ve¢a od 0,001 %.

Za sadrzaj formaldehida od 0,2 %, razlika izmedu dva rezultata dobivena
u dva odredivanja provedena usporedno na istom uzorku ne smije biti
veca od 0,005 %.

V. ODREPIVANJE REZORCINOLA U SAMPONIMA I LOSIONIMA ZA
KOSU

1. SVRHA I CILJ

Ova metoda specificira odredivanje rezorcinola u Samponima i losionima
za kosu plinskom kromatografijom. Metoda je pogodna za koncentracije
od 0,1 do 2,0 masenih postotaka u uzorku.

2. DEFINICIJA

Sadrzaj rezorcinola u uzorku, odreden ovom metodom izrazava se kao
postotak masenog udjela.

3. NACELO

Rezorcinol i 3,5-dihidrotoluen, (5-metilrezorcinol) dodan kao unutarnji
standard, odvajaju se od uzorka tankoslojnom kromatografijom. Oba
spoja se izoliraju struganjem njihovih mrlja s tankoslojne ploce i
ekstrakcijom metanolom. Konacno se ekstrahirani spojevi suse, siliraju
i odreduju plinskom kromatografijom.

4. REAGENSI

Svi reagensi trebaju biti analiticke Cistoce (p.a.).

4.1. 25 % klorovodi¢na kiselina (m/m)

() 1SO 5725.
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4.2.

43.

4.4.

4.5.

4.6.

4.7.

4.8.

49.

4.9.1.

4.9.2.

4.9.3.

5.1.

5.2

6.1.
6.1.1.

Metanol
96 % etanol (v/v)

Ve¢ pripravljene TLC silika gel ploce (plasti¢ne ili aluminijske) s fluore-
scentnim indikatorom. Deaktivira se kako slijedi: ve¢ obi¢no unaprijed
pokrivene silika ploc¢e se poprskaju vodom dok ne postanu glazirane.
Pusti se poprskane ploce da se suSe na sobnoj temperaturi jedan do tri
sata.

Napomena

Ako ploce nisu deaktivirane, moze do¢i do gubitaka rezorcinola zbog
ireverzibilne adsorpcije na siliki.

Otapalo za razvijanje; aceton — kloroform — octena kiselina (20: 75: 5 po
volumenu)

Standardna otopina rezorcinola; otopi se 400 mg rezorcinola u 100 ml
96 % etanola (4.3.) (1 ml odgovara 4 000 ug rezorcinola).

Unutarnja standardna otopina; otopi se 400 mg 3,5-dihidrotoluena (DHT)
u 100 ml 98 % etanola (4.3.) (1 ml odgovara 4 000 pg DHT).

Standardna smjesa; u odmjernoj tikvici od 100 ml pomijesa se 10 ml
otopine 4.6. i 10 ml otopine 4.7., nadopuni do oznake 96 % etanolom
(4.3.) i promijesa (1 ml odgovara 400 pg rezorcinola i 400 pg DHT).

Tvari za siliranje:
N, O-bis-(trimetilsilil)trifluoroacetamid (BSTFA)
heksametildisilazan (HMDS)

trimetilklorosilan (TMCS)

APARATURA

Uobicajena oprema za plinsku kromatografiju

Stakleno posude

POSTUPAK

Priprema uzorka

U ¢aSu od 150 ml odvaze se tocno dio proizvoda za testiranje (m
grama), koji sadrzi priblizno 20 do 50 mg rezorcinola.

Zakiseli se klorovodicnom kiselinom dok smjesa ne postane kisela
(potrebno je oko 2 do 4 ml), doda se 10 ml (40 mg DHT) otopine
unutarnjeg standarda (4.7.) i mijeSa. Etanolom (4.3.) se prenese u
odmjernu tikvicu od 100 ml, nadopuni etanolom do oznake i mijeSa.

Kao neprekinuta linija duljine oko 8 cm, nanese se 250 uL otopine
(6.1.2.) na deaktiviranu plocu silike (4.4.). Pazi se da linija bude Sto
tanja.

Na istu plocu nanese se na jednaki nacin (6.1.3.) 250 pL standardne
smjese (4.8.).

Na dvije tocke pocetne linije nanese se 5 puL. svake od otopina 4.6. i 4.7.
da se olaksa lokaliziranje nakon razvijanja ploce.

Plo¢a se razvija u (nezasi¢enoj) posudi napunjenoj otapalom za
razvijanje 4.5. dok fronta otapala ne dosegne liniju udaljenu 12 cm od
pocetne linije; to obi¢no traje oko 45 minuta. Ploca se susi na zraku te se
pod kratkovalnim UV svjetlom (254 nm) lokalizira rezorcinol/DHT-
podrucje. Oba spoja imaju priblizno jednake Rf vrijednosti. Olovkom
se oznace pojasevi na 2 mm udaljenosti od vanjske tamne grani¢ne linije
pojaseva. Maknu se ta podrucja i sakupi se adsorbent svakog pojasa u
bocicu od 10 ml.
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6.1.9.
6.1.9.1.

6.1.9.2.

6.2.
6.2.1.

6.2.2.

Ekstrahira se adsorbent koji sadrzi uzorak i adsorbent koji sadrzi stan-
dardnu smjesu na sljedeci nacin:

Doda se 2 ml metanola (4.2.) i ekstrahira jedan sat uz neprekidno
mijeSanje. Smjesa se filtrira i ekstrakcija se ponovi s 2 ml metanola
jo$ 15 minuta.

Ekstrakti se spoje i ispari se otapalo tijekom noé¢i u vakuum eksikatoru
napunjenom prikladnim sredstvom za susenje. Ne zagrijava se.

Ostaci se siliraju (6.1.8.) ili kako je opisano u 6.1.9.1. ili u 6.1.9.2.

Mikrospricom se doda 200 pL. BSTFA (4.9.1.) i smjesa se ostavi u
zatvorenoj posudi na sobnoj temperaturi 12 sati.

Mikrospricom se doda uzastopno 200 uL. HMDS (4.9.2.) i 100 pL
TMCS (4.9.3.) te se smjesa grije u zatvorenoj posudi 30 minuta na
60 °C. Smjesa se ohladi.
Plinska kromatografija

Kromatografski uvjeti

Kolona mora omoguditi rezoluciju, R, jednaku ili bolju od 1,5, gdje je

2d' (r; —
R = (@)
W + W

gdje je:

r; ir, = retencijsko vrijeme dvaju vrhova u minutama,
W 1 Wy = Sirina istih vrhova na polovini visine u mm,
d’ = brzina dijagrama (papira) u mm u minuti

Uvjeti za kolonsku i plinsku kromatografiju:

Materijal za  kolonu: nehrdajuci celik
duljina: 200 cm
unutarnji promjer: ~ 3 mm
punilo: 10 % OV-17 na Chromosorbu WAW

100 do 120 mesh

Plameno-ionizacijski detektor

Temperature:
kolona: 185 °C (izotermi¢no)
detektor: 250 °C
injekcijski ulaz: 250 °C
Nosivi plin: dusik
protok: 45 ml/min.

Za pravila protoka vodika i zraka slijede se upute proizvodaca.

U plinski kromatograf ustrca se 1 do 3 puL otopina dobivenih pod 6.1.9.
Provede se pet ustrcaja za svaku otopinu (6.1.9.), izmjere se povrsine
ispod vrhova, izraCuna prosjecna vrijednost i izraCuna omjer povrSine
vrhova: S = povrsina vrha rezorcinola/povrSina vrha DHT.

RACUN

Koncentracija rezorcinola u uzorku, izrazena kao maseni udio, dana je
izrazom:

S uzorka

% rezorcinol = X

4
M Sstandardnesmj ese
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gdje je:

M = dio uzorka za testiranje u gramima (6.1.1),

Suzorka = srednja vrijednost povr§ine vrha s obzirom na 6.2.2
za otopinu uzorka,

Sstandardne smiese = srednja vrijednost povrSine vrha s obzirom na 6.2.2

za standardnu smjesu.

PONOVLIIVOST (%)

Za sadrzaj rezorcinola od oko 0,5 % apsolutna vrijednost razlike u rezul-
tatima izmedu dva usporedna odredivanja provedena na istom uzorku ne
treba biti veca od 0.025 %.

VI. ODREDIVANJE METANOLA U ODNOSU NA ETANOL ILI

4.1.

4.2.

43.

4.4.

5.1

5.2.

5.3.

5.4.

PROPAN-2-OL

SVRHA I CILJ

Ova metoda opisuje plinsko kromatografsku analizu metanola u svim
vrstama kozmetickih proizvoda (ukljucujuéi aerosole).

Mogu se odrediti relativne koli¢ine od 0 do 10 %.

DEFINICIJA

Sadrzaj metanola odreden ovom metodom izrazava se kao postotak
masenog udjela metanola u odnosu na etanol ili propan-2-ol.

NACELO

Odredivanje se provodi plinskom kromatografijom.

REAGENSI

Rabe se reagensi analiticke Cistoce (p.a.).
Metanol

Apsolutni etanol

Propan-2-ol

Kloroform, osloboden alkohola ispiranjem vodom

APARATURA

Plinski kromatograf

s katarometarskim detektorom za aerosolne uzorke,

s plameno-ionizacijskim detektorom za neaerosolne uzorke.
Odmjerne tikvice, 100 ml

Pipete, 1 ml, 20 mL 0 do 1 ml

Mikrosprice 0 do 100 uL i 0 do 5 pL

i (samo za aerosolne uzorke) posebne plinsko nepropusne Sprice s kliza-
juéim ventilom (vidjeti postupak uzorkovanja, Slika 5 (%))

() Vidjeti ISO 5725.

(® SL L 383, 31.12.1980., str. 27.
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6.1.
6.1.1.

6.2.
6.2.1.
6.2.1.1.

6.2.1.2.

6.2.1.3.

6.2.2.
6.2.2.1.

6.2.2.2.

POSTUPAK

Priprema uzorka

Aerosolni proizvodi se uzorkuju u skladu s Poglavljem II. Priloga Direk-
tivi Komisije 80/1335/EEZ od 22. prosinca 1980. ('!) i tada se analizi-
raju plinskom kromatografijom pod uvjetima 6.2.1.

Neaerosolni proizvodi uzorkovani u skladu s gore spomenutim Poglav-
ljem II se razrijede vodom do razine od 1 do 2 % etanola ili propan-2-
ola i tada analiziraju plinskom kromatografijom pod uvjetima 6.2.2.
Plinska kromatografija

Za aerosolne uzorke rabi se katarometarski detektor.

Kolona se napuni s 10 % Hallcomid M18 na Chromosorb WAW umre-
zenja 100 do 200 (mesh).

Kolona mora omoguciti rezoluciju, R, jednaku ili bolju od 1,5, gdje je

drp-dr
R=2-2""171
Wi + Wo
gdje je:
r; i, = retencijsko vrijeme dvaju vrhova u minutama,

wi 1 w, = Sirina istih vrhova na polovini visine u mm,

d

brzina dijagrama (papira) u mm u minuti

Sljedeci uvjeti omogucuju tu rezoluciju:

Materijal za  kolonu: nehrdajuci Celik
duljina: 35 m

unutarnji promjer: 3 mm

struja u mosticu katahometra 150 mA
Nosivi plin: helij
tlak: 2,5 bara
protok: 45 ml/min
Temperature:
injekcijski ulaz: 150 °C
detektor: 150 °C
pe¢ kolone: 65 °C

Mjerenje povrsine vrhova se moze poboljsati elektronskom integracijom.
Za neaerosolne uzorke:

Kolona se napuni Chromosorbom 105 Porapak QS i uporabi se
plameno-ionizacijski detektor.

Kolona mora omoguditi rezoluciju, R, jednaku ili bolju od 1,5, gdje je

drp-dr
R=p2-2"""71
Wi + Wy
gdje je:
r; iy = retencijsko vrijeme dvaju vrhova u minutama,

W, 1 Wy = Sirina istih vrhova na polovini visine u mm,

d’ = brzina dijagrama (papira) u mm u minuti
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6.2.2.3. Sljede¢i uvjeti omogucuju tu rezoluciju:

Materijal za  kolonu: nehrdajuéi Celik
duljina: 2 metra
promjer: 3 mm
osjetljivost elektrometra: 8 x 10710 A
Plinovi:
nosivi: dusik
tlak: 2,1 bara
protok: 40 ml/min
Pomoc¢ni plin: vodik
tlak: 1,5 bara
protok: 20 ml/min
Temperature:
injekcijski ulaz: 150 °C
detektor: 230 °C
pe¢ kolone: 120 do 130 °C
7. STANDARDNI GRAF

7.1. Za postupak plinske kromatografije 6.2.1. (Hallcomid M18 kolona) rabe
se sljedece standardne smjese. Te smjese se pripremaju odmjeravanjem
pipetama, ali se to¢na koli¢ina odreduje momentalnim vaganjem pipete
ili tikvice nakon svakog dodatka.

Relativna mo¢ Metanol Etanolzilil Kloroform, dodan
(m/m %) (ml) P rOI??rrlll-) © volumenu
priblizno 2,5 % 0,5 20 100 ml
priblizno 5,0 % 1,0 20 100 ml
priblizno 7,5 % 1,5 20 100 ml
priblizno 10,0 % 2,0 20 100 ml

Ubrizga se 2 do 3 puL u kromatograf pod uvjetima iz 6.2.1.

Izracuna se omjer povrsina vrhova (metanol/etanol) ili (metanol/propan-
2-ol) svake smjese. Nacrta se standardni graf:

X-o0s: % metanola u odnosu na etanol ili propan-2-ol,
Y-os: omjer povr§ina vrhova (metanol/etanol) ili (metanol/-pro-
pan-2-ol).

7.2. Za postupak plinske kromatografije 6.2.2. (Porapak QS ili Chromosorb
105) uporabe se sljedece standardne otopine. Te smjese se pripremaju
odmjeravanjem pipetama, ali se tocna koli¢ina odreduje momentalnim
vaganjem pipete ili tikvice nakon svakog dodatka.

Relativna koncentracija Metanol Etanol ili Voda, dodana
(m/m %) (ul) propan-2-ol volumenu
(ml)
priblizno 2,5 % 50 2 100 ml

priblizno 5,0 % 100 2 100 ml
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Relativna koncentracija Metanol Etanol ili Voda, dodana
o propan-2-ol
(m/m %) (ul) volumenu
(ml)
priblizno 7,5 % 150 2 100 ml
priblizno 10,0 % 200 2 100 ml

Ubrizga se od 2 do 3 pL u kromatograf pod uvjetima iz 6.2.2.

IzraGuna se omjer povrsina vrhova (metanol/etanol) ili (metanol/propan-
2-0l) svake smjese. Nacrta se standardni graf:

X-o0s: % metanola u odnosu na etanol ili propan-2-ol,
Y-os: omjer povrSina vrhova (metanol/etanol) ili (metanol/propan-
2-ol).
7.3. Standardni graf mora biti pravac.
8. PONOVLIIVOST (%)

Za sadrzaj metanola od 5 % u odnosu na etanol ili propan-2-ol razlika u
rezultatima izmedu dva usporedna odredivanja provedena na istom

uzorku ne treba biti veéa od 0,25 %.

() Vidjeti ISO 5725.
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Dodatak 1.

UPUTE ZA ,FRANCUSKO PLETENJE’

POTREBAN PRIBOR

— Drvena Spula:
vanjski promjer 5 cm s rupom promjera 1,5 cm probusenom kroz srediste
$pule. Umetnu se Cetiri Celicna ¢avla (kao §to prikazuju slike 1. i 2.). Udalje-
nost izmedu dva ¢avla mora biti 1,8 cm i moraju biti udaljeni od rupe 0,5 cm.

— tvrda igla (tipa kuke-udice) za zakvaciti teflonsku cijev,

— 5 m teflonske cijevi od 1,6 mm, unutarnjeg promjera 0,3 mm.

POSTUPAK

Da bi se zapocelo ,Francusko pletenje’, teflonska cijev se mora uvuci od vrha do
dna Spule kroz sredisnju rupu (ostavljaju¢i oko 10 cm cijevi da strsi iz dna Spule,
kako bi se omogucilo potezanje lanca (tkanja) tijekom pletenja); zatim se cijev
navije oko Cetiri Cavla kako prikazuje Slika 3.

Vrh i dno Francuskog pletenja zastiti se metalnim prstenima i tlaénim vijcima;
treba paziti da se teflonska cijev prilikom pritezanja ne polomi. Cijev se jo§
jednom navije oko svakog ¢avla i nadine se ,Savovi’ kako slijedi:

— donja cijev se kukom digne preko gornje cijevi (vidjeti sliku 4.). Postupak se
ponavlja na svakom c¢avlu (1, 2, 3, 4 u smjeru obrnutom od kazaljke na satu),
sve dok se ne postigne duljina pletenja od 5 m ili druga Zzeljena duljina
pletenja.

Ostavi se 10 cm cijevi kako bi se lanac (tkanje) zatvorilo. Cijev se provuce kroz
svaku od Cetiri petlje i pazljivo povuce kako bi se zatvorio kraj lanca (tkanja).

Napomena: Francusko pletenje izradeno za postkolonske reaktore dostupno je na
trzistu (Supelco).
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Shema S$pule

1cm

Slika 1.

10 cm

5cm

A

Slika 2.

Slika 3.

prva cijev

Slika 4.

druga cijev
za oblikovanje Sava, podigne se
niza cijev (neprekinuta crta) preko
druge cijevi (crtkana crta)

Slika 5.

110°
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Dodatak 2.

1 = HPLC pumpa
= Injekcijski ventil
= Kolona s predkolonom

2
3
4 = Pumpa za reagens
5

= T-dio bez nefunkcionalnog volumena

5" = T-dio (Vortex)

6-6'= Jedinica bez nefunkcionalnog volumena

7 = ,Francusko pletenje”

7' = Reaktor

8 = Tikvica s tri grla s vrijuéom vodom

9 = Grijac¢ tikvice

10 = Hladilo

11 = Cijev od nehrdajuceg celika za izmjenu topline
11" = Izmjenjivac topline

12 = Vidljivi UV detektor
13 = PCRS 520 postkolonski modul

Elucija

Reagensi”

12




