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31983L0514

24.10.1983.

SLUZBENI LIST EUROPSKIH ZAJEDNICA

L 291/9

TRECA DIREKTIVA KOMISIJE
od 27. rujna 1983.

o uskladivanju zakonodavstava drzava ¢lanica u odnosu na metode analize potrebne za provjeru
sastava kozmetickih proizvoda

(83/514[EEZ)

KOMISIJA EUROPSKIH ZAJEDNICA,

uzimajuéi u obzir Ugovor o osnivanju Europske ekonomske
zajednice,

uzimajuéi u obzir Direktivu Vijeca 76/768/EEZ od 27. srpnja
1976. o uskladivanju zakonodavstava drzava ¢lanica u odnosu
na kozmeticke proizvode ('), kako je zadnje izmijenjena Direk-
tivom 83/341/EEZ (%), a posebno njezin ¢lanak 8. stavak 1.,

budud¢i da Direktiva 76/768/EEZ predvida sluzbeno testiranje
kozmetickih proizvoda sa svrhom da se osigura zadovoljenje
uvjeta propisanih odredbama Zajednice, koje se odnose na
sastav kozmetickih proizvoda;

buduéi da sve metode analize moraju biti postavljene $to je
moguée prije; buduéi da su u svrhu postizanja toga cilja veé
poduzeta dva koraka kroz definiciju odredenih metoda u direk-
tivama Komisije 80/1335/EEZ (}) i 82[434[EEZ (*), tre¢i korak
se sastoji od definiranja metoda za odredivanje diklorometana i
1,1,1-trikloroetana, identifikaciju i odredivanje kinolin-8-ola i
bis(8-hidroksikinolinij) sulfata, odredivanje amonijaka, identifi-
kaciju i odredivanje nitrometana, identifikaciju i odredivanje
merkaptooctene kiseline u sredstvima za kovréanje i ravnanje
kose i proizvoda za depilaciju, identifikaciju i odredivanje heksa-
klorofena (INN), tiona tozilkloramid natrija (INN), odredivanje
ukupnog fluora u kremama za zube, identifikaciju i odredivanje
organozivinih spojeva, odredivanje alkalijskih i zemnoalkalijskih
sulfida;

buduéi da su mjere utvrdene ovom Direktivom u skladu s
misljenjem Odbora za prilagodavanje tehnickom napretku
Direktive 76/768/EEZ,

() SL L 262, 27.9.1976., str. 169.
() SL L 188, 13.7.1983,, str. 15.
() SL L 383, 31.12.1980., str. 27.
() SL L 185, 30.6.1982., str. 1.

DONIJELA JE OVU DIREKTIVU:

Clanak 1.

Drzave clanice poduzimaju sve potrebne mjere da osiguraju da
se tijekom sluzbenog testiranja kozmetickih proizvoda:

— odredivanje diklorometana i 1,1,1-triklorometana,

— identifikacija i odredivanje kinolin-8-ola i bis(8-hidroksikino-
linij) sulfata,

— odredivanje amonijaka,

— identifikacija i odredivanje nitrometana,

— identifikacija i odredivanje merkaptooctene kiseline u proiz-
vodima za kovréanje i ravnanje kose i u proizvodima za
depilaciju,

— identifikacija i odredivanje heksaklorofena (INN),

— odredivanje tozilkloramid natrija (INN),

— odredivanje ukupnog fluora u kremama za zube,

— identifikacija i odredivanje organozivinih spojeva,
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— odredivanje alkalijskih i zemnoalkalijskih sulfida, Clanak 3.
Ova je Direktiva upuéena drzavama ¢lanicama.

provode u skladu s metodama opisanima u ovom Prilogu.
Sastavljeno u Bruxellesu 27. rujna 1983.

Clanak 2.

Za Komisiju
Drzave ¢lanice donose zakone i druge propise potrebne za 4
uskladivanje s ovom Direktivom najkasnije do 31. prosinca Frans ANDRIESSEN

1984. One o tome odmah obavjes¢uju Komisiju. Clan Komisije
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4.1.

4.2.

4.3.

4.4.

4.5.

4.6.

5.1.

5.2.

5.3.

5.4.

6.1.

PRILOG

ODREDIVANJE DIKLORMETANA 1 1,1,1-TRIKLORETANA

PODRUCJE PRIMJENE

Ova metoda opisuje odredivanje diklormetana (metilen klorida) i 1,1,1-trikloroetana (metil kloroforma) u
svim kozmetickim proizvodima koji vjerojatno sadrze ta otapala.

DEFINICIJA

Sadrzaj diklormetana i 1,1,1-trikloretana u uzorku, odredena u skladu s ovom metodom izrazava se kao
maseni udio.

NACELO

Ova metoda rabi plinsku kromatografiju s kloroformom kao unutarnji standard.

REAGENSI

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

Kloroform (CHCly).

Ugljikov tetraklorid (CCl,).

Diklormetan (CH,Cl,).

1,1,1-trikloretan (CH;CCly).

Aceton.

Dusik.

APARATURA

Uobicajena laboratorijska aparatura.
Plinski kromatograf s detektorom toplinske provodnosti
Prijenosna boca, 50 do 100 ml (vidjeti metoda uzorkovanja 5.3.) ()

Tlacno plinska $prica, 25 ili 50 pl (vidjeti metodu uzorkovanja 5.4.2.2.) (')

POSTUPAK

Uzorak koji nije pod tlakom: to¢no se vaZe u zacepljenoj Erlenmeyer tikvici. Doda se to¢no vagana koli¢ina
kloroforma (4.1.) kao unutarnjeg standarda, ekvivalentna pretpostavljenoj koli¢ini diklormetana i 1,1,
1-trikloretana u uzorku. Temeljito se mijesa.

() SL L 383, 31.12.1980., str. 27.
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6.2.

6.2.1.

6.2.2.

6.2.3.

6.2.4.

7.2.

7.3.

Uzorak pod tlakom: rabi se metoda uzorkovanja opisana u poglavlju o uzorkovanju, ali sa sljede¢im
izmjenama:

Nakon prenoSenja uzorka u prijenosnu bocu (5.3.), doda se u bocu volumen kloroforma (4.1.) kao
unutarnjeg standarda, ekvivalentan pretpostavljenoj koli¢ini diklormetana ifili 1,1,1-trikloretana u uzorku.

Temeljito se mijesa. Ventil se ispere s 0,5 ml ugljikova tetraklorida (4.2.). Nakon susenja iz razlike se to¢no
izratuna masa unutarnjeg standarda.

Nakon $to se $prica napuni uzorkom, njena mlaznica se o€isti dusikom (4.6.) tako da se prije ubrizgavanja
u kromatograf uklone svi ostaci.

Nakon svakog uzimanja uzorka, ventil i prijenosne boce moraju se isprati nekoliko puta acetonom (4.5.)
(pomocu $price) i temeljito osusiti dusikom (4.6.)

Za svaku analizu mjerenja se provode uporabom dvije razlicite prijenosne boce, uz pet mjerenja po boci.

KROMATOGRAFSKI UVJETI
Predkolona

Cijev: nehrdajudi celik
Duljina: 300 mm

Promjer: 3 ili 6 mm.

Punilo: isti materijal koji se rabi za punjenje analiticke kolone.

Kolona

Stacionarna faza je izradena od Hallcomid M 18 na kromosorbu. Kolona mora omoguditi rezoluciju, R,
jednaku ili bolju od 1,5, gdje je

R = 2 d’(rz—rl)
Wi + W,
gdje je:
r;ir, = retencijsko vrijeme dvaju vrhova u minutama

wy 1w, = Sirina istih vrhova na polovici visine u milimetrima

dr

brzina dijagrama (papira) u milimetrima u minuti

Primjer kolona i rezultata:

Kolona 1 1
Materijal: cijev od nehrdajueg celika cijev od nehrdajuceg celika
Duljina: 350 cm 400 cm
Promjer: 3 mm 6 mm
Potpora:
kromosorb WAW WAW-DMCS-HP
frita: od 100 do 120 mesh od 60 do 80 mesh
Stacionarna faza: Halcomid M 1810 % Halcomid M 1820 %

Temperaturni uvjeti mogu varirati kao funkcija aparata. U primjerima je bilo kako slijedi:

Kolona: I 11
Temperature:
Kolona: 65 °C 75°C
Injektor: 150 °C 125°C
Detektor: 150 °C 200 °C
Nosivi plin:
Protok helija: 45 ml/min. 60 ml/min.
Tlak: 2,5 bara 2 bara

Ubrizgani volumen: 15 ul 15 pl
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8. SMJESA ZA UTVRDIVANJE FAKTORA ODZIVA
U Erlenmeyerovoj tikvici se pripremi sljedeca to¢no odvagana smjesa:
Diklormetan (4.3.), 30 %-tni (m/m).
1,1,1-trikloroetan (4.4.), 35 %-tni (m/m).
Kloroform (4.1.), 35 %-tni (m/m).

9. IZRACUN

9.1. Racuna se faktor odziva tvari ,,p” u odnosu na tvar ,a”, odabranu kao unutarnji standard

Neka je prva tvar ,p”, gdje je:

o~
1l

njezin faktor odziva,

p
m, = njezina masa u smjesi,
A, = povrsina njezinog vrha.

Neka je druga tvar ,a”, gdje je:

k, = njezin faktor odziva (jednak jedinici),
M, = njezina masa u smjesi,
A, = povriina njezina vrha,
Tada je:
k, = H

Kao primjer dobiveni su sljede¢i faktori odziva (za kloroform: k = 1):

Diklorometan k; = 0,78+ 0,03
1,1,1-trikloroetan  k; = 1,00 £ 0,03

9.2. Izratuna se maseni udio (%, m/m) diklorometana i 1,1,1-trikloroetana prisutnih u uzorku koji treba
analizirati
Neka je:

m, = masa (u gramima) dodanog kloroforma,

M; = masa (u gramima) uzorka koji treba analizirati
A, = povrsina vrha kloroforma,
A; = povrsina vrha diklorometana,
A, = povrsina vrha 1,1,1-trikloroetana,
Tada je:
m, X A; x k; x 100
% CHyCl, = =2
o(m/m) 2Ly Aa " Ms
m, X Ay X k, x 100
%(m/m) CH;CCl; = —2 S
A, X Mg
10. PONOVLJIVOST (1)

Za sadrzaj diklorometana ifili 1,1,1-trikloroetana od 25 % (m/m), apsolutna vrijednost razlike u rezultatima
izmedu dva usporedna odredivanja provedena na istom uzorku ne treba biti veéa od 2,5 % (m/m).

(1) 18O 5725.
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3.1.

3.2.

4.1.

4.2.

4.3.

4.4.

4.5.

4.6.

4.7.

4.8.

4.9.

4.10.

4.12.

IDENTIFIKACIJA 1 ODREPIVANJE KINOLIN-8-OLA I BIS(8-HIDROKSIKINOLINIJ) SULFATA

PODRUCJE PRIMJENE

Ova metoda opisuje identifikaciju i kvantitativno odredivanje kinolin-8-ola i njegova sulfata.

DEFINICIJA

Sadrzaj kinolin-8-ola i bis(hidroksikinolin) sulfata u uzorku, odreden ovom metodom, izrazava se kao
maseni udio konolin-8-ola.

NACELO
Identifikacija

Identifikacija se provodi tankoslojnom kromatografijom.

Odredivanje

Odredivanje se provodi spektrofotometrijom kompleksa dobivenog Fehlingovom otopinom, na 410 nm.

REAGENSI

Svi reagensi moraju biti analiticke ¢istoce (p.a.).

Kinolin-8-ol

Benzen. S obzirom na njegovu otrovnost, pri radu s benzenom potrebna je velika pozornost.

Kloroform.

Vodena otopina natrijeva hidroksida, 50 % (m/m).

Bakrov sulfat pentahidrat.

Kalijev natrijev tartarat.

M klorovodi¢na kiselina.

0,5 M sumporna kiselina.

M otopina natrijeva hidroksida.

Etanol.

Butan-1-ol.

Ledena octena kiselina.
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4.14.

4.15.
4.15.1.

4.15.2.

4.17.

4.18.

4.19.

4.20.

4.22.

4.23.

5.1.

5.2.

5.3.

0,1 klorovodi¢na kiselina

,Celit 545” ili ekvivalent.

Standardne otopine

Odvaze se 100 mg kinolin-8-ola (4.1.) u odmjernu tikvicu od 100 ml. Otopi se u malo sumporne kiseline
(4.8.). Dopuni se sumpornom kiselinom do oznake (4.8.).

Odvaze se 100 mg kinolin-8-ola u odmjernu tikvicu od 100 ml. Otopi se u etanolu (4.10.).Nadopuni se do
oznake etanolom (4.10.) i promijesa.

Fehlingova otopina
Otopina A

Odvaze se 7 g bakrova sulfata pentahidrata (4.5.) u odmjernu tikvicu od 100 ml. Otopi se u malo vode.
Nadopuni se vodom do oznake i promijesa.

Otopina B

Odvaze se 35 g kalijeva natrijeva tartarata (4.6.) u odmjernu tikvicu od 100 ml. Otopi se u 50 ml vode.
Doda se 20 ml natrijeva hidroksida (4.4.). Nadopuni se do oznake vodom i promijesa. Neposredno prije
uporabe, u odmjernu tikvicu od 100 ml otpipetira se 10 ml otopine A i 10 ml otopine B. Nadopuni se do
oznake i promijesa.

Otapala za eluaciju za tankoslojnu kromatografiju

[ :Butan-1-ol (4.11.)/octena kiselina (4.12.)/voda (80: 20:20; v[v[v).

II :Kloroform (4.13.)/octena kiselina (4.12.) (95: 5; v[v).

2,6-dikloro-4-(kloroimino)cikloheksa-2,5-dienon, 1 % (m/v) otopina u etanolu (4.10).

Natrijev karbonat, 1 %-tna (m/v) otopina u vodi.

Etanol (4.10.), 30 %-tna (v/v) otopina u vodi.

Dinatrijev dihidrogen etilendiamintetraacetat, 5 %-tna (m/v) otopina u vodi.

Puferska otopina, pH 7

U odmjernu tikvicu od litre odvaze se 27 g natrijeva bezvodnog dihidrogenortofosfata i 70 g dikalijeva
hidrogenortofosfata trihidrata. Nadopuni se do oznake vodom.

Priprava ploca za tankoslojnu kromatografiju

Vel gotove ploce za tankoslojnu kromatografiju debljine 0,25 mm (npr. Merck Kieselge 60 ili ekvivalent).
Prije uporabe poprska se s 10 ml reagensa (4.21.) i susi na 80 °C.

APARATURA

Tikvica s okruglim dnom i ubruSenim vratom od 100 ml.

Odmjerne tikvice.

Graduirane pipete, 10 i 5 ml.
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5.4.

5.5.

5.6.

5.7.

5.8.

5.9.

6.1.
6.1.1.
6.1.1.1.

6.1.1.2.

6.1.1.3.

6.1.1.4.

6.1.2.
6.1.2.1.

6.1.2.2.

6.2.
6.2.1.
6.2.1.1.

Trbusaste pipete, 20, 15, 10 i 5 ml.

Lijevci za odjeljivanje, 100, 50 i 25 ml.

Naborani filtrirni papir, promjera 90 mm.

Rotavapor

Hladilo za kondenzaciju refluksa s ubrusenim vratom.

Spektrofotometar.

Opticke Celije s 10 mm duljine puta.

Mjesa¢ s vruéom plocom.

Staklena kolona za kromatografiju dimenzija: 160 mm dugacka, promjera 8 mm, frita sa staklenom vunom
na niZem kraju i adapter za primjenu tlaka na gornjem kraju.

POSTUPAK
Identifikacija
Tekuéi uzorci

pH obroka uzorka za testiranje podesen je na 7,5 i 10 pl se kapne na pocetnu liniju prethodno obradene
silika gel tankoslojne ploce (4.23.).

10 i 30 pl standardne otopine (4.15.2.) kapne se na jo§ dvije tocke pocetne linije, nakon ¢ega se ploca
razvija u jednom od dva eluenata (4.17.).

Kada fronta otapala dosegne 150 mm, ploca se susi na 110 °C (15 minuta). Pod UV svjetilikom (366 nm)
mirlje kinolin-8-ola fluoresciraju Zuto.

Ploca se poprska otopinom natrijeva karbonata (4.19.). Osusi se i poprska otopinom 2,6-dikloro-4-(klo-
roimino)cikloheksa-2,5-dienona (4.18.). Kinolin-8-ol postaje vidljiv kao plava mrlja.

Cvrsti uzorci ili kreme

Dispergira se 1 g uzorka u 5 ml puferske otopine (4.22.). Nakon toga se prenese s 10 ml kloroforma (4.3.)
u lijevak za odjeljivanje i trese se. Nakon odvajanja sloja kloroforma, vodeni sloj se ekstrahira jo§ dva puta
kloroformom (4.3.). Spojeni i filtrirani ekstrakti kloroforma isparavaju se gotovo do suha u tikvici s
okruglim dnom od 100 ml (5.1.) na rotavaporu (5.7.). Ostatak se otopi u 2 ml kloroforma (4.3.) i
kapne se 10 i 30 pl dobivene otopine na silika gel tankoslojnu plo¢u (4.23.) u skladu s metodom opisanom
u 6.1.1.1.

Na plocu se nanese 10 i 30 pl standardne otopine (4.15.2. i nastavi se postupak kao §to je opisano u
6.1.1.2. do 6.1.1.4.

Odredivanje
Tekudi uzorci

Odvaze se 5 g uzorka u tikvicu s okruglim dnom od 100 ml. Doda se 1 ml otopine sumporne kiseline
(4.8.) 1 smjesa se isparava gotovo do suha pod sniZenim tlakom na 50 °C.



13/Sv. 4

Sluzbeni list Europske unije

193

6.2.1.2.

6.2.1.3.

6.2.1.4.

6.2.2.
6.2.2.1.

6.2.2.2.

6.2.2.3.

6.2.2.4.

6.2.2.5.

6.2.2.6.

8.1.

Taj ostatak se otopi u 20 ml vrue vode. Prenese se u odmjernu tikvicu od 100 ml. Ispere se tri puta s
20 ml vode. Nadopuni se vodom do oznake i promijesa.

Otpipetira se 5 ml te otopine u lijevak za odjeljivanje od 50 ml (5.5.). Doda se 10 ml Fehlingove otopine
(4.16.). Dobiveni kinolin-8-ol bakrov kompleks (oksin bakar (ISO)) ekstrahira se tri puta s 8 ml kloroforma
(4.3.).

Slojevi kloroforma se sakupe i filtriraju u odmjernu tikvicu od 25 ml (5.2.). Tikvica se nadopuni do oznake
kloroformom (4.3.) i trese. Mjeri se opticka gustoca zute otopine prema kloroformu na 410 nm.

Cvrsti uzorci ili kreme

U tikvicu s okruglim dnom (4.1.) odvaze se 0,500 g uzorka. Doda se 30 ml benzena (4.2.) i 20 ml
klorovodi¢ne kiseline (4.7.). Sadrzaj tikvice vrije pod refluksom 30 minuta, uz mijesanje.

Sadrzaj tikvice se prenese u lijevak za odjeljivanje od 100 ml (5.5.). Ispere se s 5 ml 1 N HCl (4.7.). Vodena
faza se prenese u tikvicu s okruglim dnom (5.1.) te se benzenska faza ispere s 5 ml klorovodi¢ne kiseline
4.7).

U slucaju emulzija koje ometaju daljnju obradu, pomijesa se 0,500 g uzorka s 2 g Celita 545 (4.14.) da
nastane teku¢i prasak. Smjesa se u malim obrocima prenese u staklenu kolonu za kromatografiju (5.12.).

Nakon svakog dodatka se kolona protrese, kako se uzorak ne bi sakupljao samo na vrhu. Cim je cijela
smjesa prenesena u kolonu, eluira se klorovodi¢nom kiselinom (4.13.) tako da se u priblizno u 10 minuta
dobije 10 ml eluata (ako je potrebno, eluacija se moze provoditi pod blagim tlakom dusika). Tijekom
eluacije mora se osigurati da iznad punila kolone bude uvijek nesto klorovodicne kiseline. Prvih 10 ml
eluata se dalje obraduje kako je opisano u 6.2.2.4.

Sakupljena vodena faza (6.2.2.2.) ili eluat (6.2.2.3.) isparavaju se gotovo do suhoga u rotavaporu pod
snizenim tlakom.

Ostatak se otopi u 6 ml otopine natrijeva hidroksida (4.9.). Doda se 20 ml Fehlingove otopine (4.16.) i
sadrzaj tikvice se prenese u lijevak za odjeljivanje od 50 ml (5.5.). Tikvica se ispere s 8 ml kloroforma (4.3.).
Protresa se i faza kloroforma se filtrira u odmjernu tikvicu od 50 ml (5.2.).

Ekstrakcija se ponovi tri puta s 8 ml kloroforma (4.3.). Faze kloroforma se filtriraju i sakupe u tikvicu od
50 ml. Nadopuni se do oznake kloroformom (4.3.) i potresa. Mjeri se opticka gustoca Zute otopine prema
kloroformu (4.3.) na 410 nm.

STANDARDNA KRIVULJA

U Cetiri tikvice s okruglim dnom od 100 ml (5.1.), od kojih svaka sadrzi 3 ml 30 %-tnog vodenog etanola
(4.20.), otpipetira se standardne otopine (4.15.1.) u obrocima od 5, 10, 15 i 20 ml, $to odgovara 5, 10, 15
i 20 mg kinolin-8-ola. Postupak se nastavi kako je opisano u 6.2.1.

IZRACUN

Tekuéi uzorci,

Sadrzaj kinolin — 8 — ola (u % (m/m)) = % x 100

gdje je:
a = miligrami kinolin-8-ola na standardnoj krivulji (7),
m = masa (u miligramima) dijela uzorka za testiranje (6.2.1.1.).
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8.2. Cvrsti uzorci ili kreme

2
Sadrzaj kinolin — 8 — ola (u % (m/m)) = Ea x 100

gdje je:

o
|

= miligrami kinoli-8-ola na standardnoj krivulji (7),

m = masa (u miligramima) dijela uzorka za testiranje (6.2.2.1.).

9. PONOVLJIVOST (1)

Za sadrzaj od oko 0,3 % kinolin-8-ola apsolutna vrijednost razlike u rezultatima izmedu dva usporedna
odredivanja provedena na istom uzorku ne treba biti veca od 0,02 %.

ODREDIVANJE AMONIJAKA
1. PODRUCJE PRIMJENE

Ova metoda opisuje odredivanje slobodnog amonijaka u kozmetickim proizvodima.

2. DEFINICIJA

Sadrzaj amonijaka u uzorku, odreden u skladu s ovom metodom izrazava se kao maseni udio amonijaka.

3. NACELO

Otopina barijeva klorida doda se dijelu uzorka za testiranje kozmetickog proizvoda, razrijedenom u
vodenom mediju metanola. Bilo koji talog koji moze nastati odfiltrira se ili odcentrifugira. Tim se
postupkom tijekom destilacije s vodenom parom izbjegne gubitak amonijaka iz odredenih amonijevih
soli kao §to je karbonat ili hidrogenkarbonat ili spojeva masnih kiselina, s izuzetkom amonijeva acetata.

Amonijak se destilira vodenom parom iz filtrata ili otopine iznad taloga (supernatanta) i odreduje se
potenciometrijskom ili drugom titracijom.

4. REAGENSI

Svi reagensi moraju biti analiticke cistole (p.a.).

4.1. Metanol.

4.2. Otopina barijeva klorida dihidrata, 25 %-tna (m/v).

4.3. Otopina ortoborne kiseline, 4 % (m/v).

4.4. Standardna otopina sumporne kiseline 0,25 M.

4.5. Tekuéina protiv pjenjenja.

4.6. Standardna otopina natrijeva hidroksida 0,5 M.

4.7. Indikator, ako je potreban: pomijesa se 5ml 0,1 %-tne (m/v) otopine metil crvenog u etanolu s 2 ml

0,1 %-tne (m/v) otopine metil plavog u vodi.

(1) 18O 5725.
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5.1.

5.2.

5.3.

5.4.

5.5.

6.2.

6.3.

6.4.

6.5.

6.6.

6.7.

6.8.

7.1.

APARATURA

Uobicajena laboratorijska aparatura.

Centrifuga sa zacepljenim bocicama od 100 ml.
Aparatura za destilaciju vodenom parom.
Potenciometar.

Indikatorska staklena elektroda i kalomelova referentna elektroda.

POSTUPAK

U odmjernu tikvicu od 100 ml odvaze se masa uzorka (m) koja odgovara masi od najvise 150 mg
amonijaka.

Doda se 10 ml vode, 10 ml metanola (4.1.) i 10 ml otopine barijeva klorida (4.2.). Nadopuni se do 100 ml
metanolom (4.1.).

Promijesa se i ostavi preko noéi u hladnjaku (5 °C).

Nakon toga se filtrira ili centrifugira jo§ uvijek hladna otopina u zatvorenim kivetama 10 minuta, tako da
se dobije disti filtrat ili sloj otopine iznad taloga (supernatant).

Otpipetira se 40 ml te iste otopine u aparaturu za destilaciju vodenom parom (5.3.) i ako je potrebno
0,5 ml tekudine protiv pjenjenja (4.5.).

Destilira se i sakupi 200 ml destilata u ¢asu od 250 ml, koja sadrzi 10 ml standardne sumporne kiseline
(4.4.) i 0,1 ml indikatora (4.7.).

Visak kiseline titrira se standardnom otopinom natrijeva hidroksida (4.6.).

Napomena: Za potenciometrijsku titraciju sakupi se 200 ml destilata u ¢asu od 250 ml koja sadrzi 25 ml
otopine ortoborne kiseline (4.3.) i titrira se standardnom sumpornom kiselinom (4.4.), te se
zapisuje krivulja neutralizacije.

IZRACUN

U slucaju titracije suviska kiseline

Neka je:

V, = volumen (u mililitrima) utro$ene otopine natrijeva hidroksida (4.6.),
M; = njegov stvarni molaritet (4.6.)

M, = stvarni faktor molariteta otopine sumporne kiseline (4.4.),

m = masa (umiligramima) obroka uzetog za testiranje (6.1.),

tada je:

20M, -Vi M 17 100 20M, -Vi M 4250
amonijak %(m/m) = ( 2 1 014) X X _ ( 2 1 Mp) x
4 M m
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7.2.

4.2.

5.1.

Racun u slucaju potenciometrijske titracije

Neka je:

V, = volumen (u mililitrima) utroSene otopine sumporne kiseline (4.4.),
M, = njezin stvarni molaritet (4.4.),

m = masa (u miligramima) dijela uzorka uzetog za testiranje,

tada je:

V, X My x 17 x 100 o 4250V2 X M,
0,4 m o m

amonijak % (m/m) =

PONOVLJIVOST (1)

Za sadrzaj amonijaka od oko 6 % apsolutna vrijednost razlike u rezultatima izmedu dva usporedna
mjerenja provedena na istom uzorku ne treba biti veca od 0,6 %.

IDENTIFIKACIJA 1 ODREDIVANJE NITROMETANA
PODRUCJE PRIMJENE

Ova metoda je pogodna za identifikaciju i odredivanje nitrometana do oko 0,3 % u kozmetickim proiz-
vodima koji se nalaze u aerosolnim rasprsivacima.

DEFINICIJA

Sadrzaj nitrometana u uzorku, odreden u skladu s ovom metodom izrazen je kao maseni udio nitrometana
u ukupnom sadrzaju aerosolnog rasprsivaca.

NACELO

Nitrometan se identificira reakcijom obojenja. Nitrometan se odreduje plinskom kromatografijom nakon
dodatka unutarnjeg standarda.

IDENTIFIKACIJA
Reagensi

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

Otopina natrijeva hidroksida 0,5 M

Folin reagens

Otopi se 0,1 g natrijeva 3,4,-dihidro-3,4-dioksonaftalen-1-sulfonata u vodi i razrijedi se na 100 ml.

Postupak

U 1 ml uzorka doda se 10 ml 4.1.1. i 1 ml 4.1.2. Ljubicasto obojenje ukazuje na prisutnost nitrometana.

ODREDIVANJE
Reagensi

Svi reagensi moraju biti analiticke ¢istoce (p.a.)

(1) 18O 5725.
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5.1.2.

5.2.
5.2.1.

5.3.3.1.

Kloroform (unutarnji standard 1).

2,4-dimetilheptan (unutarnji standard 2).

Etanol, 95 %-tni.

Nitrometan.

Referentna otopina kloroforma.

U tariranu odmjernu tikvicu od 25 ml stavi se oko 650 mg kloroforma (5.1.1.). To¢no se ponovo izvaze
tikvica s uzorkom. Nadopuni se do 25 ml s 95 %—tnim etanolom (5.1.3.). Vaze se i racuna maseni udio
kloroforma u toj otopini.

Referentna otopina 2,4-dimetilheptana

Postupa se kao i za referentnu otopinu kloroforma, ali se u odmjernu tikvicu od 25 ml vaze 270 mg 2,4-
dimetilheptana (5.1.2.).

Aparatura

Plinski kromatograf s plameno-ionizacijskim detektorom.

Aparatura za uzorkovanje acrosola (prijenosna boca, spojnici za mikro$pricu itd.), kao §to je opisano u
Poglavlju II. Priloga Direktivi Komisije 80/1335/EEZ od 22. prosinca 1980. (!).

Uobicajena laboratorijska aparatura.

Postupak
Priprema uzorka

U tariranu prijenosnu bocu od 100 ml, o¢i§¢enu i evakuiranu u skladu s postupkom opisanim u 5.4. u
poglavlju II. gore spomenute direktive, stavi se 5 ml jedne od unutarnjih standardnih otopina (5.1.5. ili
5.1.6.). Uporabi se staklena 3prica od 10 ili 20 ml, bez igle, prilagodena prijenosnom dijelu tehnikom
opisanom u stavku 5. poglavlja II. gore spomenute direktive Komisije. Ponovo se vaze da se odredi unesena
koli¢ina otopine. Primjenom iste tehnike, prenese se u istu bocu oko 50 g sadrzaja uzorka iz aerosolnog
raspriivaca. Ponovno se vaze da se odredi koli¢ina prenesenog uzorka. Dobro se promijesa.

Pomocu mikro3price (5.2.2.) pet puta se ubrizga oko 10 pl sadrzaja iz boce.

Priprema standarda

U odmjernu tikvicu od 50 ml to¢no se odvaze oko 500 mg nitrometana (5.1.4.) i 500 mg kloroforma
(5.1.1.) ili 210 mg 2,4-dimetilpentana (5.1.2.). Nadopuni se 95 %-tnim etanolom (5.1.3.). Dobro se promi-
jesa. Stavi se 5 ml te otopine u odmjernu tikvicu od 20 ml. Nadopuni se na puni volumen 95 %-tnim
etanolom (5.1.3.).

Pomocu mikro3price (5.2.2.) pet puta se ubrizga oko 10 pl sadrzaja iz tikvice.

Uvjeti plinske kromatografije

Kolona

Sastoji se od dva dijela, prvi sadrzi kao punilo didecil ftalat na Gas Chrom Q, drugi sadrzi kao punilo Ucon

() SL L 383, 31.12.1980., str. 27.
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5.3.3.2.

5.3.3.3.

5.3.3.4.

6.2.

50 HB 280X na Gas Chrom Q. Pripremljena spojena kolona mora posti¢i razlu¢ivanje ,R” jednako ili bolje
od 1,5, gdje je:

d’(rz - r1)

R =2 .
W + W,

Neka je:

rpin = retencijsko vrijeme (u minutama)

W, i W, = Sirina vrha na polovini njegove visine (u milimetrima)

d’ = brzina dijagrama (papira) (u milimetrima po minuti).

Primjer kolone koja zadovoljava trazenu razlucivanje:

Kolona A:

Materijal: nehrdajudi celik.

Duljina 1,5 m

Promjer: 3 mm.

Punilo: 20 %-tni didecil ftalat na Gas Chrom Q (umreZenje100 do 120 (mesh))
Kolona B:

Materijal: nehrdajudi celik.

Duljina 1,5 m.

Promjer: 3 mm.

Punilo: 20 %-tni Ucon 50 HB 280X na Gas Chrom Q (umreZenje 100 do 120 (mesh)).

Detektor

Pogodna podesena vrijednost osjetljivosti elektrometra plameno ionizacijskog detektora je 8 x 10710 A,

Temperaturni uvjeti

Kao pogodno odredeno je sljedece:

Injektor: 150 °C,

Detektor: 150 °C,

Kolona: izmedu 50 i 80 °C §to ovisi o koloni i aparaturi

Pogodni uvjeti dobave plina:
Nosivi plin: dusik.

Tlak: 2,1 bar.

Protok: 40 ml/min.

Detektor: kako je propisao proizvoda¢ detektora.

IZRACUN

Faktor odziva nitrometana, izratunat s obzirom na uporabljeni unutarnji standard

Ako ,n” predstavlja nitrometan:

Neka je:

k, = njegov faktor odziva,

m’, = njegova masa (u gramima) u smjesi,

§’, = povrsina njegova vrha.

Ako ,¢” predstavlja unutarnji standard, kloroform ili 2,4,-dimetilheptan:
Neka je:

m’. = njegova masa (u gramima) u smjesi,

S’ = povrsina njegova vrha,

tada je:

= X
m'. Sy

(k, je funkcija aparature).

Koncentracija nitrometana u uzorku

Ako ,n” predstavlja nitrometan:
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Neka je:

~
1

njegov faktor odziva,
S, = povrdina njegova vrha.

Ako ,¢” predstavlja unutarnji standard, kloroform ili 2,4,-dimetilheptan:

Neka je:

m, = njegova masa (u gramima) u smjesi,

S. = povrsina njegova vrha,

M = masa (u gramima) prenesenog acrosola,

Tada je maseni udio (% (m/m)) nitrometana u uzorku:

PONOVLJIVOST (})

Za sadrzaj nitrometana od oko 0,3 % (m/m) apsolutna vrijednost razlike u rezultatima izmedu dva uspo-
redna mjerenja provedena na istom uzorku ne treba biti ve¢a od 0,03 % (m/m)

IDENTIFIKACIJA 1 ODREDIVANJE MERKAPTOOCTENE KISELINE U PROIZVODIMA ZA KOVRCANJE I

4.1.
4.1.1.

4.1.1.1.

4.1.1.2.

4.1.2.
4.1.2.1.

4.1.2.2.

RAVNANJE KOSE I PROIZVODIMA ZA DEPILACIJU
PODRUCJE PRIMJENE

Ova metoda opisuje identifikaciju i odredivanje merkaptooctene kiseline u proizvodima za kovrcanje i
ravnanje kose i proizvodima za depilaciju kojima mogu biti prisutni drugi reducensi.

DEFINICIJA

Sadrzaj merkaptooctene kiseline u uzorku, odreden u skladu s ovom metodom se izrazava kao maseni udio
merkaptooctene kiseline.

NACELO

Merkaptooctena kiselina se identificira pomocu testova obojenja i tankoslojnom kromatografijom i odre-
duje se jodometrijski ili plinskom kromatografijom.

IDENTIFIKACIJA

Identifikacija pomocu testova obojenja.
Reagensi

Svi reagensi moraju biti analiticke ¢istoée (p.a.).
Olovov diacetatni papir.

Otopina klorovodic¢ne kiseline (jedan volumni dio koncentrirane klorovodicne kiseline plus jedan volumni
dio vode).

Postupak

Identifikacija merkaptooctene kiseline pomoclu reakcije obojenja s
olovovim diacetatom

Stavi se kap uzorka koji treba analizirati na olovov diacetatni papir (4.1.1.1.). Ako se pojavi intenzivno
zuto obojenje, merkaptooctena kiselina je vjerojatno prisutna u uzorku.

Osjetljivost: 0,5 %.

Karakterizacija anorganskih sulfida nastajanjem sumporovodika zakiselja-
vanjem

U epruvetu za testiranje stavi se nekoliko miligrama uzorka koji treba prouciti. Doda se 2 ml destilirane

(1) 18O 5725.
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4.1.2.3.

4.2.
4.2.1.

4.2.1.1.

4.2.1.2.

4.2.1.3.

4.2.1.4.

4.2.1.5.

4.2.1.6.

4.2.1.7.

4.2.1.8.

4.2.1.9.

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.

4.2.1.18.5.

vode i 1 ml klorovodi¢ne kiseline (4.1.1.2.). Razvija se sumporovodik, prepoznatljiv po svojem mirisu, a na
olovovu diacetatnom papiru (4.1.1.1.) nastaje crni talog olovova sulfida.

Osjetljivost: 50 ppm.
Karakterizacija sulfita nastajanjem sumporova dioksida zakiseljavanjem

Postupa se kao u 4.1.2.2. Otopina se dovede do vrenja. Sumporov dioksid se prepoznaje po njegovu mirisu
i svojem reducirajuem djelovanju, npr. na permanganat ione.

Identifikacija tankoslojnom kromatografijom
Reagensi

Svi reagensi, osim tamo gdje je drukcije odredeno, trebaju biti analiticke ¢istoce (p.a.).
Merkaptooctena kiselina (tioglikolna kiselina), najmanje 98 %-tne Cistoce, odredeno jodometrijski.
2,2'-ditiodioctena kiselina, najmanje 99 %-tne Cistoce, odredeno jodometrijski
2-merkaptopropionska kiselina (tiolaktonska kiselina), najmanje 95 %-tne Cistoce, odredeno jodometrijski.
3-merkaptopropionska kiselina, najmanje 98 %-tne ¢istoce, odredeno jodometrijski.
3-merkaptopropan-1,2-diol (1-tioglicerol), najmanje 98 %-tne Cistoce, odredeno jodometrijski.
Tankoslojne ploce, silika gel, ve¢ pripremljene, debljine 0,25 mm.

Tankoslojne ploce, aluminijev oksid, Merck F 254 E ili ekvivalent.

Klorovodi¢na kiselina, koncentrirana, dﬁo= 1,19 g/ml.

Etil acetat.

Kloroform.

Diizopropil eter.

Ugljikov tetraklorid.

Ledena octena kiselina.

Kalijev jodid, 1 %-tna (m/v) otopina u vodi.

Platinin tetraklorid, 0,1 %-tna (m/v) otopina u vodi.

Eluirajude otopine

Etil acetat (4.2.1.9), kloroform (4.2.1.10., diizopropil eter (4.2.1.11.), octena kiselina (4.2.1.13.)
(20:20:10:10, po volumenu).

Kloroform (4.2.1.10.), octena kiselina (4.2.1.13.) (90: 20, po volumenu).

Reagensi za detekciju

PomijeSaju se neposredno prije uporabe jednaki volumeni otopine (4.2.1.14.) i otopine (4.2.1.15.).
Otopina broma, 5 %-tna (m/v):

Otopi se 5 g broma u 100 ml ugljikova tetraklorida (4.2.1.12.).

Otopina fluorescina, 0,1 %-tna (m/v):

Otopi se 100 mg fluorescina u 100 ml etanola.

Heksaamonijev heptamolibdat, 10 %-tna (m/v) otopina u vodi.

Referentne otopine

Merkaptooctena kiselina (4.2.1.1.), 0,4 %-tna otopina u vodi.
2,2'-ditiodi(octena) kiselina (4.2.1.2.), 0,4 %-tna (m/v) otopina u vodi.
2-merkaptopropionska kiselina (4.2.1.3.), 0,4 %-tna otopina u vodi.
3-merkaptopropionska kiselina (4.2.1.4.), 0,4 %-tna otopina u vodi.

3-merkaptopropan-1,2-diol (4.2.1.5.), 0,4 %-tna otopina u vodi.
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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.

Napomena:

Aparatura

Uobicajena aparatura za tankoslojnu kromatografiju.

Postupak
Obrada uzoraka

Zakiseli se s nekoliko kapi klorovodicne kiseline (4.2.1.8.) na pH 1 i filtrira, ako je potrebno.

U nekim slucajevima savjetuje se uzorak razrijediti. U tom slucaju zakiseli se klorovodi¢nom kiselinom prije
razrjedenja.

Eluacija

Na plocu se stavi 1pl otopine uzorka (4.2.3.1.) i jedna litra svake od pet referentnih otopina (4.2.1.18.).
Pazljivo se susi u blagoj struji dusika i ploca eluira s otapalima (4.2.1.16.1. ili 4.2.1.16.2.). Ploca se susi $to
je brze moguce, kako bi se oksidacija tiola svela na najmanju mjeru.

Detekcija

Poprska se ploca jednim od tri reagensa (4.2.1.17.1, 4.2.1.17.3. ili 4.2.1.17.4.). Poprska li se ploca
reagensom (4.2.1.17.3.), treba se nadalje obraditi s parama broma (npr. u posudi koja sadrzi malu casu
reagensa (4.2.1.17.2))) sve dok mrlje ne postanu vidljive. Detekcija provedena prskanjem reagensom
(4.2.1.17.4.) bit ¢e zadovoljavajuca samo ako vrijeme susenja za tanki sloj nije dulje od 30 minuta.

Tumacenje

Usporede se Rf vrijednosti i boje referentnih otopina s onima standardnih. Srednje vrijednosti dolje
dobivenih Rf vrijednosti kao grubi pokazatelj imaju samo usporedbenu vrijednost. One ovise o:

— o stanju aktivacije tankog sloja za vrijeme kromatografiranja,

— o temperaturi kromatografske posude.

Primjeri Rf vrijednosti dobivenih na sloju silika gela

Otapalo za eluciju
4.2.1.16.1. 4.2.1.16.2.
Merkaptooctena kiselina 0,25 0,80
2-merkaptopropionska kiselina 0,40 0,95
2,2'-ditiooctena kiselina 0,00 0,35
3-merkaptopropionska kiselina 0,45 0,95
3-merkaptopropan-1,2-diol 0,45 0,35

ODREDIVANJE (vidjeti napomenu)

Odredivanje treba uvijek zapoceti jodometrijom.

Jodometrija
Nacelo

Odredivanje se provodi oksidacijom ,-SH” skupine jodom u kiselom mediju prema jednadzbi:
2 HOOC-CH,SH + I, = (HOOC-CH,-S), + 2I" + 2H"

Reagensi

Jod, 0,05 M standardna otopina.

Odredivanje merkaptooctene kiseline mora se provesti na neuporabljenom proizvodu iz svjeZe otvorenog
spremnika, kako bi se izbjegla oksidacija.
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5.2.
5.2.1.

5.2.2.

5.2.2.1.

5.2.2.2.

5.2.2.3.

5.2.2.4.

5.2.2.5.

5.2.2.6.

5.2.2.7.

5.2.2.8.

5.2.2.9.

5.2.2.10.

Aparatura

Uobicajena laboratorijska oprema.

Postupak

U Erlenmeyerovu tikvicu od 150 ml sa ¢epom, koja sadrzi 50 ml destilirane vode. to¢no se odvaze izmedu
0,51 1 g uzorka. Doda se 5 ml klorovodi¢ne kiseline (4.1.1.2.) (pH otopine oko 0) i titrira otopinom joda
(5.1.2) do pojave zute boje. Ako je potrebno, uporabi se indikator (npr. $krobna otopina ili ugljikov
tetraklorid).

Izracun

Sadrzaj merkaptooctene kiseline se ra¢una prema formuli:

90 x n x 100  0,92n

0, p—
%(Mm/m) = 1000 x 10 x m ~ m

gdje je:

m masa (u gramima) dijela uzorka za testiranje,

n volumen utro$ene otopine joda (5.1.2.)

Primjedbe

Ako je rezultat, izracunat kao merkaptooctena kiselina, 0,1 % ili jo§ nizi od najvece dozvoljene koncen-
tracije, daljnja odredivanja nemaju smisla. Ako je rezultat jednak ili veéi od najvee dozvoljene koncen-
tracije, a identifikacijom je utvrdeno prisustvo razlicitih reducensa, potrebno je odredivanje dalje nastaviti
plinskom kromatografijom.

Plinska kromatografija
Nacelo

Merkaptooctena kiselina se odvaja talozenjem otopinom kadmijeva diacetata. Nakon metilacije diazometa-
nom, pripremljenim in situ ili prije u otopini dietil etera, metil derivat merkaptooctene kiseline se mjeri
plinskom/tekuéinskom kromatografijom, uz metil oktanoat kao unutarnji standard.

Reagensi

Svi reagensi moraju biti analiticke cistoée (p.a.).
Merkaptooctena kiselina, 98 %-tna.

Klorovodi¢na kiselina, d3°= 1,19 g/ml.

Metanol.

10 %-tna (m/v) vodena otopina kadmijeva diacetata dihidrata.
Metil oktanoat, 2 %-tna (m/v) otopina u metanolu.

Otopina acetatnog pufera (pH 5):

Natrijev acetat trihidrat, 77 g.

Octena kiselina (ledena), 27,5 g.

Demineralizirana voda, toliko da kona¢ni volumen bude 1 litra.
Klorovodi¢na kiselina, svjeze pripremljena, 3 M otopina u metanolu (5.2.2.3.).
1-metil-3-nitro-1-nitrozogvanadin.

Natrijev hidroksid, 5 M otopina.

Jod, 0,05 M standardna otopina.
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5.2.2.11.

5.2.2.12.

5.2.3.1.

5.2.3.2.

5.2.3.3.

5.2.4.

5.2.5.1.

Dietil eter.

Otopina diazometana pripremljena iz N-metil-N-nitrozotoluen-4-sulfo-
namida (Fieser, Reagensi za organske sinteze (Wiley), 1967.)

Dobivena otopina sadrzi oko 1,5 g diazometana u 100 ml dietil etera. Kako je diazometan otrovan i vrlo
nestabilan plin, svi pokusi se moraju provesti u digestoru i bez staklene aparature s ubrusenim dijelovima
(za tu namjenu postoji posebna oprema).

Aparatura

Uobicajena laboratorijska oprema.

Aparatura za pripremu diazometana za in situ metilaciju (vidjeti Fales, HM., Jaouni, T.M. and Babashak, J.F.,
Analyt. Chem. 1973., 45, 2302).

Aparat za daljnju pripravu diazometana (Fieser).
Priprema uzorka
U kivetu za centrifugiranje od 50 ml to¢no se odvaze dovoljna koli¢ina uzorka za koju se pretpostavlja da

sadrzi od 50 do 70 mg merkaptooctene kiseline. Zakiseli se s nekoliko kapi klorovodicne kiseline (5.2.2.2.)
na pH oko 3.

Doda se 5 ml demineralizirane vode i 10 ml otopine acetatnog pufera (5.2.2.6.).

Provjeri se pH papirom je li pH vrijednost oko 5. Tada se doda 5 ml otopine kadmijeva diacetata (5.2.2.4.).

Priceka se 10 minuta i zatim centrifugira najmanje 15 minuta pri 4 000 g. Ukloni se bistra otopina iznad
taloga (supernatant) koja moze sadrzavati netopljivu masnocu (u slucaju kremastog proizvoda). Ta se mast
ne moze pobrkati s tiolima koji se sakupljaju kao kompaktna masa na dnu kivete. U bistru otopinu iznad
taloga (supernatant) doda se nekoliko kapi otopine kadmijeva diacetata (5.2.2.4.), kako bi se provjerilo da
ne nastaje ikakav talog.

Ako ranijom identifikacijom nisu otkriveni drugi reducensi nego samo tioli, provjeri se jodometrijom da
koli¢ina tiola u bistroj otopini iznad taloga (supernatantu) nije veca od 6 do 8 % pocetne koli¢ine.

U kivetu za centrifugiranje koja sadrZi talog, doda se 10 ml metanola (5.2.2.3.) i talog se lagano dispergira
staklenim Stapi¢em. Ponovno se centrifugira najmanje 15 minuta pri 4 000 g. Odlije se bistra tekucina
iznad taloga (supernatant) i provjeri da nema tiola.

Talog se jos jednom ispere jednakim postupkom.

Rabedi istu kivetu za centrifugiranje, doda se:

— 2 ml metil otopine oktaroata (5.2.2.5.),

— 5 ml klorovodi¢ne kiseline u metanolu (5.2.2.7.).

Potpuno se otope tioli (moZze zaostati nesto netopljive tvari). To je otopina ,S”.

U alikvotu te otopine provjeri se jodometrijski da je sadrzaj tiola najmanje 90 % od onoga dobivenog u 5.1.
Metilacija

Metilacija se provodi ili pripremom in situ (5.2.5.1.) ili prije pripremljenom otopinom diazometana
(5.2.5.2).

Metilacija in situ

U aparaturu za metilaciju (5.2.3.2.) koja sadrzi 1 ml etera (5.2.2.11.) doda se 50 pl otopine ,S” i metilira se
metodom (5.2.3.2.) s oko 300 mg 1-metil-3-nitro-1-nitrozogvanadina (5.2.2.8.). Nakon 15 minuta (otopina
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5.2.5.2.

5.2.6.

5.2.7.
5.2.7.1.

5.2.7.2.

5.2.7.3.

5.2.7.4.

5.2.7.5.

5.2.7.6.

5.2.7.7.

5.2.7.8.

5.2.8.
5.2.8.1.

etera trebala bi biti Zuta da indicira suvisak diazometana) prenese se otopina uzorka u bocicu od 2 ml s
nepropusnim ¢epom. Stavi se u hladnjak preko nodi. Metiliraju se istodobno dva uzorka.

Metilacija s prethodno pripremljenom otopinom diazometana

U tikvicu s ¢epom od 5 ml stavi se 1 ml otopine diazometana (5.2.2.12.) i zatim 50 pl otopine ,S”. Ostavi
se u hladnjaku preko nodi.

Priprema standarda

Pripremi se standardna otopina merkaptooctene kiseline (5.2.2.1.) poznate jakosti, koja sadrzi 60 mg Ciste
merkaptooctene kiseline (5.2.2.1.) u 2 ml.

To je otopina ,E”.

Talozi se, analizira i metilira kako je opisano u 5.2.4. 1 5.2.5.

Upvjeti plinske kromatografije

Kolona

Materijal: nehrdajudi celik.

Duljina: 2 m.

Promjer: 3 mm.

Punilo

20 %-tni didecil ftalat/kromosorb, WAW umreZenja 80 do 100 (mesh).
Detektor

Plamena ionizacija. Pogodna podesenost osjetljivosti elektrometra plameno ionizacijskog detektora ja 8 x
10710 A

Dobava plina
Nosivi plin: dusik.
Tlak: 2,2 bara
Protok: 35 ml/min.
Pomoc¢ni plin: vodik.
Tlak: 1,8 bar,
Protok: 15 ml/min.
Detektor: Kako je propisao proizvoda¢ detektora.
Temperaturni uvjeti
Injektor: 200 °C
Detektor: 200 °C
Kolona: 90 °C
Brzina zapisivanja na dijagram
5 mm/min

Ubrizgana kolic¢ina

3 pl. Provedi se pet ubrizgavanja.

Uvjeti kromatogafije su dani kao vodi¢. Oni dozvoljavaju postizanje razlucivanja ,R” jednakog ili boljeg od
1,5, gdje je:

d,(l‘z - I‘l)

R=2—"—+
Wi + W,

Neka je:

rpin = retencijska vremena (u minutama),

W, i W, = Sirine vrhova na polovini njihove visine (u milimetrima),
d/
Preporuca se da se kromatografija zav$i podesavanjem temperature s 90 na 150 °C brzinom od 10 °C po
minuti, kako bi se uklonile tvari koje smetaju sljede¢im mjerenjima (interferenti).

brzina dijagrama (papira) (u milimetrima po minuti).

Racun

Koeficijent proporcionalnosti za merkaptooctenu kiselinu

Racuna se s obzirom na metil oktanoat na temelju standardne smjese.
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5.2.8.2.

Ako ,t" predstavlja merkaptooctenu kiselinu:

Neka je:

k, = njezin faktor odziva,

m', = njezina masa (u miligramima) u smjesi,
S’. = povrdina njezinoga vrha.

Ako ,¢” predstavlja metil oktanoat:

Neka je:
m’, = njegova masa (u miligramima) u smjesi,
S’c = povrdina njegovoga vrha,
tada je:

m/

t
ke = — —
m C

Taj koeficijent se mijenja ovisno o uporabljenoj aparaturi.

Koncentracija merkaptooctene kiseline prisutne u uzorku

Ako ,t” predstavlja merkaptooctenu kiselinu:

Neka je:
k, = njezin faktor odziva,
S = povrdina njezinog vrha.

Ako ,¢” predstavlja metiloktanoat:

Neka je:
m. = njegova masa (u miligramima) u smjesi,
S. = povrsina njegova vrha,

M = masa (u miligramima) pocetnog obroka za testiranje,

tada je % (m/m) merkaptooctene kiseline prisutne u uzorku:

PONOVLJIVOST (})

Za sadrzaj merkaptooctene kiseline od 8 % (m/m) apsolutna vrijednost razlike u rezultatima izmedu dva
usporedna mjerenja provedena na istom uzorku ne treba biti veca od 0,8 %.

IDENTIFIKACIJA 1 ODREDIVANJE HEKSAKLOROFENA

A. IDENTIFIKACIJA

3.1.
3.2.
3.3.

PODRUCJE PRIMJENE
Ta je metoda pogodna za sve kozmeticke proizvode.

NACELO

Heksaklorofen u uzorku se ekstrahira etil acetatom i identificira tankoslojnom kromatografijom.

REAGENSI

Svi reagensi moraju biti analiticke ¢istoée (p.a.).
Sumporna kiselina, 4 M otopina.

Celi AW.

Etil acetat.

(1) 18O 5725.
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3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

4.2.

4.3.

5.1.

5.2.

5.3.

5.4.

5.5.

5.6.

6.2.

6.3.

6.4.

6.5

Otapalo za eluciju: Benzen koji sadrzi 1 % (v[v) ledene octene kiseline.

Tvar za predocenje (bojilo) I:

Rodamin B otopina: otopi se 100 mg rodamina B u smjesi od 150 ml dietil etera, 70 ml apsolutnog
etanola i 16 ml vode.

Tvar za predocenje (bojilo) II:

Otopina 2,6-dibromo-4-(kloroimino)cikloheksa-2,5-dienona: otopi se 400 mg 2,6-dibromo-4-(kloroimi-
no)cikloheksa-2,5-dienona u 100 ml metanola (priprema se svjeze svaki dan).

Otopina natrijeva karbonata: otopi se 10 g natrijeva karbonata u 100 ml demineralizirane vode.

Referentna otopina:

Heksaklorofen, 0,05 %-tna (m/v) otopina u etil acetatu.

APARATURA
Kiesel gel 254 TLC ploce, 200 x 200 mm (ili ekvivalent).

Uobicajena TLC oprema.

Kupelj termostatirana na 26 °C, u koju je uronjena posuda za kromatografiranje.

PRIPREMA UZORKA ZA TESTIRANJE

Temeljito se promijesa 1 g homogeniziranog uzorka s 1 g Celita AW (3.2.) i 1 ml sumporne kiseline (3.1.).

Susi se na 100 °C dva sata.

Osuseni ostatak se ohladi i prevede u fini prasak.

Ekstrahira se s dva puta po 10 ml etil acetata (3.3.), nakon svake ekstrakcije centrifugira, slojevi s etil
acetatom se spoje.

Isparava se na 60 °C.

Ostatak se otopi u 2 ml etil acetata (3.3.).

POSTUPAK

Na TLC plo¢u (4.1.) stavi se 2 pl otopine uzorka za testiranje (5.6.) i 2 pl referentne otopine (3.7.).

Posuda (4.3.) se zasiti otapalom za eluciju (3.4.).

TLC ploca se stavi u posudu i eluira do 150 mm.

TLC ploca se makne i susi u pei s prozracivanjem na temperaturi od oko 105 °C.

Predocenje

Mrlje heksaklorofena na tankoslojnoj ploci predocuju se kako stoji pod 6.5.1. ili 6.5.2.
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6.5.1 Ploca se jednoliko poprska sredstvom za predocenje I (3.5.). Nakon 30 minuta ploca se ispita pod UV
svjetlom na 254 nm.

6.5.2. Plo¢a se ravnomjerno poprska otopinom 2,6-dibromo-4-(kloroimino)cikloheksa-2,5-dienona sredstva za
predocenje Il (3.6.). Nakon toga se ploca poprska otopinom natrijeva karbonata (3.6.). Nakon 10
minuta suSenja na sobnoj temperaturi, ploca se ispita na dnevnom svjetlu.

7. TUMACENJE

7.1. Sredstvo za predocenje I (3.5.):

Heksaklorofen se prikaze kao plave mrlje na Zutonarancastoj fluorescentnoj pozadini i ima Rf priblizno
0,5.

7.2. Sredstvo za predocenje 11 (3.6.):

Heksaklorofen se prikaze kao nebesko plava do tirkizna mrlja na bijeloj pozadini i ima Rf priblizno 0,5.

B. ODREDIVANJE

1. PODRUCJE PRIMJENE

Ta se metoda primjenjuje na sve kozmeticke proizvode.

2. DEFINICIJA

Sadrzaj heksaklorofena u uzorku, odreden ovom metodom izrazava se kao maseni udio heksaklorofena.

3. NACELO

Heksaklorofen se odreduje, nakon prevodenja u metil derivate, plinskom kromatografijom s detektorom s
hvatanjem elektrona (ECD).

4. REAGENSI

Svi reagensi moraju biti analiticke cistoée (p.a.).

4.1. Etil acetat.

4.2. N-metil-Nnitrozo-p-toluensulfonamid (diazald).
4.3. Dietil eter.

4.4. Metanol.

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

4.6. Mravlja kiselina.

4.7. Kalijev hidroksid, 50 %-tna vodena otopina(m/m) (priprema se svaki dan svjeza).
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4.8.

4.9.

4.10.

4.12.

4.14.

4.16.

5.1.

5.2.

5.3.

6.2.

Heksan za spektroskopiju.

Bromoklorofen (standard br. 1).

4,4'6,6'-tetrakloro-2,2’-tiodifenol (standard br. 2).

2,4,4’-trikloro-2-hidroksi-difenil eter (standard br. 3).

Aceton.

4 M sumporna kiselina.

Celi AW.

Mravlja kiselina/etil acetat, 10 %-tna (v/v) otopina.

Heksaklorofen.

APARATURA

Uobicajeno laboratorijsko stakleno posude.

Mini-aparatura za pripremu diazometana (Analyt. Chem., 1973., 45, 2302-2).

Plinski kromatograf opremljen 63 Ni izvorom elektrona za detektor za hvatanje elektrona (ECD).

POSTUPAK
Priprema standardne otopine

Standard se odabere tako, da ne interferira niti s jednom pomocnom tvari koja se nalazi u obroku
proizvoda koji treba analizirati. Obi¢no je najpogodniji standard br. 1 (4.9.).

U odmjernu tikvicu od 100 ml se to¢no odvaze oko 50 mg standarda br. 1,2 ili 3 (4.9., 4.10. ili 4.11.) i
50 mg heksaklorofena. Nadopuni se do oznake etil acetatom (4.1.) (otopina A). 10 ml otopine A razrijedi
se na 100 ml etil acetatom (4.1.) (otopina B).

U odmjernu tikvicu od 100 ml to¢no se odvaze oko 50 mg standarda 1,2, ili 3 (4.9., 4.10. ili 4.11.)
Nadopuni se do oznake etil acetatom (4.1.) (otopina C).

Priprava uzorka (')

Tocno se odvaze 1 g homogeniziranog uzorka i temeljito se mijesa s 1 ml sumporne kiseline (4.13.), 15 ml
acetona (4.12.) i 8 g Celita AW (4.14.). Smjesa se susi 30 minuta na zraku na parnoj kupelji, a zatim se susi
sat i pol u peéi s prozraivanjem. Ohladi se, ostatak se usitni u fini prah i prenese u staklenu kolonu.

(") Zbog velikog broja vrsta proizvoda koji mogu sadrzavati heksaklorofen, vazno je prije zapisivanja rezultata najprije provjeriti izdvajanje
heksaklorofena iz uzorka tim postupkom. Ako su koli¢ine male, uz suglasnost zainteresiranih strana mogu se provesti modifikacije, kao
npr. promjena otapala (benzen umjesto etilacetata) itd.
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6.3.

6.4.

Eluira se etil acetatom (4.1.) i sakupi se 100 ml. Doda se 2 ml otopine unutarnjeg standarda (otopina C)
(6.1.2).

Metiliranje uzorka

Svi reagensi i aparatura se hlade na temperaturi izmedu 0 i 4 °C dva sata. U vanjski odjeljak aparature za
diazometan stavi se 1,2 ml otopine dobivene u 6.2. 1 0,1 ml metanola (4.4.). U sredi$nji spremnik stavi se
oko 200 mg diazalda (4.2.), doda 1 ml karbitola (4.5.) i 1 ml dietil etera (4.3.) i otopi. Sastavi se aparatura,
na pola se uroni u kupelj na 0°C i u sredi$nji spremnik se $pricom unese oko 1 ml ohladene otopine
kalijeva hidroksida (4.7.). Osigura se da se Zuta boja nastala nastajanjem diazometana ne izgubi. Ako se
zuta boja izgubi, metilacija se ponovi s daljnjih 200 mg diazalda (4.2.) (*).

Aparatura se makne iz kupelji nakon 15 minuta i ostavi zatvorena na temperaturi okolifa 12 sati.
Aparatura se otvori, suviSak diazometana izreagira dodatkom nekoliko kapi 10 %-tne (v/v) otopine
mravlje kiseline u etil acetatu (4.15.), te se organska otopina prenese u standardnu tikvicu od 25 ml.
Nadopuni se do oznake heksanom (4.8.).

1,5 pl te otopine ubrizga se u kromatograf.
Metilacija standarda

Svi reagensi i aparatura hlade se na temperaturi izmedu 0 i 4 °C dva sata. U vanjski odjeljak aparature za
diazometan unese se:

0,2 ml otopine B (6.1.1.),

1 ml etil acetata (4.1.),

0,1 ml metanola (4.4.).

Nastavi se s metilacijom kako je opisano u 6.3. 1,5 pl dobivene otopine ubrizga se u kromatograf.

PLINSKA KROMATOGRAFIJA

Kolona mora postiéi razlu¢ivanje ,R” jednako ili bolje od 1,5, gdje je

d’(r2 - rl)

R =2 .
Wi + W,

Neka je:
rpir, = retencijska vremena (u minutama),
W, i W, = Sirine vrhova na polovini njihove visine (u milimetrima),
d’ = brzina dijagrama (papira) (u milimetrima po minuti).
Pogodni su sljedeci kromatografski uvjeti:
Kolona: nehrdajuéi Celik.
Duljina 1,7 m.
Promjer: 3 mm.
Potpora:
kromosorb: WAW
analiza sita: umrezenje 80 do 100 (mesh).
Stacionarna faza: 10 % OV 17.
Temperature:
kolona: 280 °C,
injektor: 280 °C,
detektor: 280 °C.
Nosivi plin: dusik bez kisika.
Tlak: 2,3 bara.

Protok: 30 ml/min.

(1) Zuta boja koja se ne gubi ukazuje na suvisak diazometana, koji je neophodan za potpunu metilaciju uzorka.
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8.2.

IZRACUN

Koeficijent proporcionalnosti heksaklorofena

Racuna se s obzirom na odabrani standard u odnosu na standardnu smjesu.

Neka je:
h = heksaklorofen,
k, = njegov koeficijent proporcionalnosti,

m'y, = njegova masa (u gramima) u smjesi,

A’y = povrsina njegovoga vrha,
S = odabrani standard,
m'; = njegova masa (u gramima) u smjesi,
A’y = povrsina njegovoga vrha,
tada je:.
k. — m,h Al
h — 7 A’
my h
Koligina heksaklorofena u uzorku
Neka je:
h = heksaklorofen,
k, = njegov koeficijent proporcionalnosti,
Ay, = povrdina njegovoga vrha,
s = odabrani standard,
m, = njegova masa (u gramima) u smjesi,
Ay = povrdina njegovoga vrha,
M = masa (u gramima) uzetog uzorka,

tada je % (m/m) heksaklorofena u uzorku:

my X k, X A, x 100
M x A

PONOVLJIVOST (')

Za sadrzaj heksaklorofena od 0,1 % (m/m) apsolutna vrijednost razlike u rezultatima izmedu dva usporedna
mjerenja provedena na istom uzorku ne treba biti veca od 0,005 % (m/m)

KVANTITATIVNO ODREDIVANJE TOZILKLORAMID NATRIJA (INN) (KLORAMIN-T)

PODRUCJE PRIMJENE

Ova metoda se odnosi na kvantitativno odredivanje tozilkloramid natrija (kloramin-T) u kozmetickim
proizvodima, tankoslojnom kromatografijom.

(1) 18O 5725.
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4.1.

4.2.

4.3.

4.4.

4.5.

4.6.
4.6.1.

4.7.

4.8.

4.9.

4.10.

5.1.

5.2.

5.3.

DEFINICIJA

Sadrzaj kloramina-T u uzorku, odreden ovom metodom, izrazava se kao maseni udio (m/m).

NACELO

Kloramin-T potpuno hidrolizira u 4-toluensulfonamid vrenjem s klorovodi¢énom kiselinom.

Koli¢ina 4-toluensulfonamida koji nastane odreduje se foto-denzitometrijski tankoslojnom kromatografi-

jom.

REAGENSI

Svi reagensi moraju biti analiticke ¢istoée (p.a.).

Tozilkloramid natrij (kloramin-T).

Standardna otopina 4-toluensulfonamida: 50 mg 4-toluensulfonamida u 100 ml etanola (4.5.).

Klorovodi¢na kiselina 37 %-tna (m/m), d20= 1,18 g/ml.

Dietil eter.

Etanol, 96 %-tni (v/v).

Otapalo za razvijanje

1-butanol/etanol (4.5.)fvoda (40: 4: 9; v[v[v), ili

Kloroform/[aceton (6: 4; v/v).

Ve¢ pripremljene ploce za tankoslojnu kromatografiju, silika gel 60, bez fluorescentnog indikatora.

Kalijev permanganat.

Klorovodi¢na kiselina, 15 %-tna (m/m).

Reagens za prskanje: 2-toluidin, 1 %-tna (m/v) otopina u etanolu (4.5.).

APARATURA

Normalna laboratorijska aparatura.

Uobicajena oprema za tankoslojnu kromatografiju.

Fotodenzitometar.
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6. POSTUPAK
6.1. Hidroliza

U tikvicu s okruglim dnom od 50 ml to¢no se odvaze priblizno 1 g uzorka (m). Doda se 5 ml vode i 5 ml
klorovodicne kiseline (4.3.) i pusti da vrije jedan sat uz refluks. Vruca suspenzija se odmah prenese pomoéu
vode u graduiranu tikvicu od 50 ml. Pusti se da se ohladi i nadopuni do oznake vodom. Centrifugira se
najmanje pri 3 000 okretaja u minuti pet minuta te se bistra tekucina iznad taloga (supernatant) filtrira.

6.2. Ekstrakcija

6.2.1. Uzme se 30 ml filtrata i ekstrahira se tri puta s 15 ml dietil etera (4.4.). Ako je potrebno, eterske faze se
posuse i sakupe u graduiranu tikvicu od 50 ml. Nadopuni se dietil eterom (4.4.).

6.2.2. Uzme se 25 ml osuSenog eterskog ekstrakta i uparava do suhoga u struji dusika. Ostatak se ponovno otopi
u 1 ml etanola (4.5.).

6.3. Tankoslojna kromatografija

6.3.1. Na plo¢u za tankoslojnu kromatografiju (4.7.) kapne se 20 pl etanolnog ostatka (6.2.).

Istodobno i na jednaki nacin nanese se 8, 12, 16 i 20 pl standardne otopine 4-toluensulfonamida (4.2.).

6.3.2. Nakon toga se razvija u otapalu za razvijanje (4.6.1. ili 4.6.2.) priblizno 150 mm.

6.3.3. Nakon potpunog isparavanja otapala za razvijanje, ploca se stavi dvije do tri minute u atmosferu klornih
para, koje se razviju ulijevanjem oko 100 ml klorovodi¢ne kiseline (4.9.) na oko 2 g kalijeva permanganata
(4.8.) u zatvorenoj posudi. Suvisak klora ukloni se s ploce zagrijavanjem na 100 °C pet minuta. Nakon toga
ploca se poprska reagensom (4.10.).

6.4. Mjerenje

Nakon priblizno jednog sata, mjere se ljubicaste mrlje pomocu foto-denzitometra na 525 nm.

6.5. Crtanje kalibracijskih krivulja

Nacrtaju se najveée vrijednosti visine vrha dobivene za Cetiri mrlje 4-toluensulfonamida prema odgovara-
juéim koli¢inama 4-toluensulfonamida (tj. 4, 6, 8, 10 pg 4-toluensulfonamida po mrlji).

7. NAPOMENA

Metoda se mozZe provjeriti uporabom 0,1 ili 0,2 %-tnim (m/v) kloraminom-T (4.1.), obradenim na jednaki
nacin kao i uzorak (6).

8. IZRACUN

Sadrzaj kloramina-T u uzorku, izraZen kao maseni udio, racuna se kako slijedi,

1,33 x a

% (m/m) tosilcloramidi de sodiu = 50 %< m
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4.1.

4.2.

4.3.

44,

4.5.

1,33 = faktor konverzije za 4-4-toluensulfonamid — kloramin-T,

a = koli¢ina (u pg) 4-toluensulfonamida u uzorku, o¢itana iz kalibracijskih krivulja,
m = masa (u gramima) uzetog uzorka.
PONOVLJIVOST ()

Za sadrzaj kloramina-T od oko 0,2 % (m/m) apsolutna vrijednost razlike u rezultatima izmedu dva uspo-
redna mjerenja provedena na istom uzorku ne treba biti veca od 0,03 % (m/m).

ODREDIVANJE UKUPNOG FLUORA U PASTAMA ZA ZUBE
PODRUCJE PRIMJENE

Ova je metoda osmisljena za odredivanje ukupnog fluora u pastama za zube. Pogodna je za kolicine koje
nisu vece od 0,25 %.

DEFINICIJA

Sadrzaj fluora u uzorku, odreden tom metodom izrazava se kao maseni udio.

NACELO

Odredivanje se provodi plinskom kromatografijom. Fluor se iz spojeva koji ga sadrze prevodi u trietilf-
luorosilan (TEFS) izravnom reakcijom s klorotrietilsilanom (TECS) u kiseloj otopini i istodobno se ekstrahira
ksilenom koji sadrzi cikloheksan kao unutarnji standard.

REAGENSI

Svi reagensi moraju biti analiticke ¢istoée (p.a.).

Natrijev fluorid, osusen na 120 °C do stalne odvage.

Voda, dva puta destilirana ili jednake kakvoce.

Klorovodi¢na kiselina, d2°= 1,19 g/ml.

Cikloheksan (CH).

Ksilen koji na kromatogramu nema vrhove prije vrha otapala, kada se kromatografira pod jednakim
uvjetima kao i uzorak (6.1.) Ako je potrebno, procisti se destilacijom (5.8.).

(1) 18O 5725.
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4.6. Klorotrietilsilan (TECS Merck ili ekvivalent).
4.7. Standardna otopina fluora
4.7.1. Ishodi$na otopina. 0,250 mg F /ml. Odvaze se to¢no 138,1 mg natrijeva fluorida (4.1.) i otopi u vodi (4.2.).

Otopina se kvantitativno prenese u odmjernu tikvicu od 250 ml (5.5.) Razrijedi se do oznake vodom (4.2.)
i promijesa.

4.7.2. Razrijedena ishodisna otopina, 0,050 mg F/ml. Pipetom od 20 ml se prenese 20 ml ishodiSne otopine
(4.7.1) u odmjernu tikvicu od 100 ml (5.5.). Razrijedi se do oznake vodom i promijesa.

4.8. Otopina unutarnjeg standarda

Pomijesa se 1 ml cikloheksana (4.4.) i 5 ml ksilena (4.5.).

4.9. Klorotrietilsilan/otopina unutarnjeg standarda

U odmjernu tikvicu od 10 ml, pipetom (5.7.) se prenese 0,6 ml TECS (4.6.) i 0,12 ml otopine unutarnjeg
standarda (4.8.). Razrijedi se do oznake ksilenom (4.5.) i promijesa. Priprema se svjeze svaki dan.

4.10. Perklorna kiselina, 70 %-tna (m/v).

4.11. Perklorna kiselina, 20 %-tna (m/v) u vodi (4.2.).

5. APARATURA

5.1. Standardna laboratorijska oprema.

5.2. Plinski kromatograf s plameno-ionizirajuéim detektorom.

5.3. Vortex mijesalo ili ekvivalent.

5.4. Biihler, tresilica, tip SMB; ili ekvivalent.

5.5. Odmjerne tikvice, 100 i 250 ml, izradene od polipropilena.

5.6. Staklene kivete za centrifugiranje; 20 ml s teflonskim kapicama na zavrtanj, Sovirel tip 611-56 ili ekviva-

lent. Kivete i kapice sa zavrtnjem se ociste viesatnim namakanjem u perklornoj kiselini (4.11.), zatim se
pet puta uzastopno isperu vodom (4.2.) i kona¢no suse na 100 °C.

5.7. Pipete koje mogu pipetirati od 50 do 200 pl, s raspoloZivim plasti¢nim vrhovima (koji se mogu mijenjati).

5.8. Aparatura za destilaciju, opremljena s trikuglicnom Schneider kolonom ili ekvivalentnom Vigreux kolonom.
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6.1.
6.1.1.

6.1.9.

6.2.
6.2.1.

6.3.
6.3.1.

POSTUPAK
Analiza uzorka
Odabere se neotvorena tuba paste za zube, te se otvori. Cjelokupni sadrzaj se prenese u plasti¢ni spremnik,

temeljito promijesa i skladisti tako da se ne pokvari.

Odvaze se 150 mg (m) uzorka u kivetu za centrifugiranje (5.6.), doda se 5 ml vode (4.2.) i homogenizira
(5.3).

Doda se 1 ml ksilena (4.5.).

Doda se kap po kap 5 ml klorovodi¢ne kiseline (4.3.) i homogenizira (5.3.).

U kivetu za centrifugiranje (5.6.) doda se pipetom 0,5 ml klorotrietilsilana/otopine unutarnjeg standarda
(4.9.)

Kiveta se zatvori kapicom sa zavrtnjem (5.6.) i temeljito mijeSa 45 minuta na tresilici (5.4.) podesenoj na
150 potresaja u minuti.

Centrifugira se 10 minuta takvom brzinom, da se dobije jasno odvajanje faza, otklopi se kiveta, izvuce se
organski sloj i u kolonu plinskog kromatografa (5.2.) se ubrizga 3 pl organske faze.

Napomena:

Za eluciju svih komponenti potrebno je oko 20 minuta.

Ponovi se ubrizganje, izracuna se prosjecna povrsina vrha (ATEFS/ACH) i iz kalibracijskog grafa (6.3.) se
ocita odgovarajuca koli¢ina fluora (u miligramima (m,))

Izratuna se sadrzaj ukupnog fluora u uzorku (kao maseni udio fluora) kao $to je prikazano u odjeljku 7.

Kromatografski uvjeti

Kolona: nehrdajuéi ¢elik.

Duljina: 1,8 m

Promjer: 3 mm.

Potpora: Gaschrom Q umrezenje 80 do 100 (mesh).

Stacionarna faza: silikonsko ulje DC 200 ili ekvivalent, 20 %. Kolona se kondicionira preko noci na 100 °C
(protok nosivog plina 25 ml dusika u minuti) i ponavlja se svake noéi. Nakon svakog Cetvrtog ili petog
ubrizgavanja kolona se rekondicionira grijanjem na 100 °C u trajanju od 30 minuta.

Temperature:
kolona: 70 °C,
injektor: 150 °C,
detektor: 250 °C.

Protok nosivog plina: 35 ml dusika u minuti.
Kalibracijski graf

Pipetom se stavi u niz od Sest kiveta za centrifugiranje (5.6.), 0, 1, 2, 3, 4 i 5 ml razrijedene standardne
otopine fluorida (4.7.2.). U svakoj kiveti volumen se nadopuni vodom na 5 ml (4.2.).
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6.3.2.

Nastavi se kao je opisano pod 6.1.3.do, ukljucujuéi 6.1.6.
U kolonu plinskog kromatografa (5.2.) ubrizga se 3 ul organske faze.
Ubrizgavanje se ponovi i izracuna se prosjecna vrijednost omjera vrhova (ATEFS/ACH).

Nacrta se kalibracijski graf koji pokazuje odnos mase fluora (u miligramima) u standardnim otopinama
(6.3.1.) i omjera povrsine vrha (ATEFS/ACH) izmjerenog pod 6.3.4. Kroz tocke se povuce najbolji pravac
izraCunat regresijskom analizom.

IZRACUN

Koncentracija ukupnog sadrzaja fluora u uzorku (kao maseni udio fluora) (% (m/m) F) je:

%F — L % 100 %,
m

gdje je:
m = dio uzorka (u miligramima) (6.1.2.),
m; = koli¢ina F (u miligramima) odcitana iz kalibracijskog grafa (6.1.8.).

PONOVLJIVOST (1)

Za sadrzaj fluora od oko 0,15 % (m/m) apsolutna vrijednost razlike u rezultatima izmedu dva usporedna
mjerenja provedena na istom uzorku ne treba biti veca od 0,012 % (m/m).

IDENTIFIKACIJA 1 ODREDIVANJE ORGANOZIVINIH SPOJEVA

PODRUCJE PRIMJENE

Dolje opisana metoda moze se uporabiti za identifikaciju i odredivanje organozivinih derivata koji se rabe
kao konzervansi u kozmetickim proizvodima za o¢i. Primjenjiva je na tiomerzal (INN) (natrijev 2-(etilmer-
kuriotio)benzoat) i fenilzivu i njene soli.

A. IDENTIFIKACIJA

2.1.

NACELO

Organozivini spojevi su kompleksirani s 1,5-difenil-3-tiokarbazonom. Nakon ekstrakcije ditizonata uglji-
kovim tetrakloridom, provede se silika gel tankoslojna kromatografija. Mrlje ditizonata pokazu se kao
narancasta boja.

REAGENSI

Svi reagensi moraju biti analiticke cistole (p.a.).

Sumporna kiselina 25 %-tna (v/v).

(1) 18O 5725.
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2.2

2.3.

2.4.

2.5.

2.6.

2.7.

2.8.

3.1.

3.2.

3.3.

1,5-difenil-3-tiokarbazon (ditizon): 0,8 mg u 100 ml ugljikova tetraklorida (2.4.).

Dusik.

Ugljikov tetraklorid.

Otapalo za razvijanje: heksan/aceton, 90: 10 (v[v).

Standardna otopina, 0,001 % u vodi:
natrijeva 2-(etilmerkuriotio) benzoata,
etilzivinog klorida ili metilzivinog klorida,
fenilzivin nitrat ili fenilzivin acetat,

zivin diklorid ili Zivin diacetat.

Ve¢ pripravljene silika gel ploce (npr. Merck 5721 ili ekvivalent).

Natrijev klorid.

APARATURA

Normalna laboratorijska oprema.

Normalna TLC aparatura.

Filtar za odvajanje faza.

POSTUPAK

Ekstrakcija

Razrijedi se 1 g uzorka u kiveti za centrifugiranje titracijom s 20 ml destilirane vode. Nakon §to se postigne
najbolja dispergiranost, zagrijava se na 60 °C u vodenoj kupelji. Doda se 4 g natrijeva klorida (2.8.). Protresa
se. Pusti se ohladiti.

Kako bi se veci dio ¢vrstog oblika odvojio od tekudine, centrifugira se najmanje 20 minuta pri 4 500
okretaja u minuti. Filtrira se u lijevak za odjeljivanje i doda 0,25 ml otopine sumporne kiseline (2.1.).

Ekstrahira se nekoliko puta s 2 ili 3 ml otopine ditizona (2.2.), sve dok posljednja organska faza ne ostane
zelena.

Svaka organska faza se filtrira kroz filter za odvajanje faza (3.3.).

Ispari se do suha u struji dusika (2.3.).

Otopi se s 0,5 ml ugljikova tetraklorida (2.4.). Ta otopina se primijeni odmah kako je navedeno u 4.2.1.
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4.2.
4.2.1.

4.2.2.

Separacija i identifikacija

50 pl otopine ugljikova tetraklorida, dobivene u 4.1.6. stavi se odmah na silika gel plocu (2.7.). Istodobno
se 10 ml standardne otopine (2.6.) obradi kao u 4.1. te se 50 pl otopine dobivene u 4.1.6. stavi na istu

plocu.

Ploca se stavi u otapalo (2.5.) i ostavi da fronta dosegne 150 mm. OrganoZivini spojevi se prikazu kao
obojene mrlje postojane boje, pod uvjetom da je ploca pokrivena staklenom plo¢om odmah nakon $to

otapalo ispari.

Dobivene su, npr., sljedece Rf vrijednosti:

Rf Boja

Tiomerzal 0,33 narancasta
EtilZivin klorid 0,29 narancasta
MetilZivin klorid 0,29 narancasta
FenilZivine soli 0,21 narancasta
Zivine(Il) soli 0,10 narancasta
Zivin diacetat 0,10 narancasta
1,5,-difenil-3-tiokarbazon 0,09 ruzicasta

B. ODREDIVANJE

1.

3.1.

3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

DEFINICIJA

Sadrzaj organozivinih spojeva odreden ovom metodom se izrazava kao maseni udio (m/m) Zive u uzorku.

NACELO

Metoda se zasniva na mijerenju koli¢ine ukupne prisutne Zive. Zbog toga je neophodno sa sigurnodcéu
utvrditi da nema anorganske Zive i da se identificiraju organozivini derivati koje uzorak sadrzi. Nakon

mineralizacije, oslobodena Ziva se mjeri bezplamenskom atomskom apsorpcijom.

REAGENSI

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

Koncentrirana dugi¢na kiselina, d20= 1,41 g/ml.

Koncentrirana sumporna kiselina, d§0= 1,84 g/ml.

Redestilirana voda.

Kalijev permanganat, 7 %-tna (m/v) otopina.

Hidroksilamonijev klorid, 1,5 %-tna (m/v) otopina.

Dikalijev peroksodisulfat, 5 %-tna (m/v) otopina.
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3.7.

3.8.

3.9.

4.2.

5.1.

5.2.

5.2.1.

5.2.2.

Kositrov diklorid, 10 %-tna (m/v) otopina.

Koncentrirana klorovodi¢na kiselina, d2°= 1,18 g/ml.

S paladijevim dikloridom impregnirana staklena vuna, 1 % (m/m).

APARATURA

Normalna laboratorijska oprema.

Aparatura za bezplamenu atomsku apsorpciju za odredivanje Zive (tehnika hladnom parom). Duljina puta
Celije najmanje 100 mm.

POSTUPAK

Poduzmu se sve potrebne mjere opreza za analizu tragova Zive.

Razgradnja

Odvaze se to¢no 150 mg uzorka (m). Doda se 10 ml dusicne kiseline (3.1.) i pusti da se raicinjava tri sata u
nepropusno zacepljenoj tikvici u vodenoj kupelji na 55 °C, uz protresanje u pravilnim razmacima. Isto-
dobno se provede slijepa proba na reagensima.

Nakon hladenja doda se 10 ml sumporne kiseline (3.2.) i vrati se u vodenu kupelj na 55 °C na 30 minuta.

Tikvica se stavi u ledenu kupelj i pazljivo se doda 20 ml vode (3.3.).

Doda se 2 ml alikvota 7 %-tne otopine kalijeva permanganata (3.4.), dok otopina ne zadrzi boju. Vrati se u
vodenu kupelj na 55 °C daljnjih 15 minuta.

Doda se 4 ml otopine dikalijeva peroksodisulfata (3.6.). Nastavlja se zagrijavati u vodenoj kupelji na 55 °C u
trajanju od 30 minuta.

Pusti se da se ohladi te se sadrzaj tikvice prenese u odmjernu tikvicu od 100 ml. Tikvica se ispere s 5 ml
hidroksilamonijeva klorida (3.5.) i nakon toga se ispere Cetiri puta s 10 ml vode (3.3.). Otopina bi trebala
biti potpuno bezbojna. Nadopuni se vodom (3.3.) do oznake.

Odredivanje

Stavi se 10 ml otopine za testiranje (5.1.6.) u staklenu posudu za odredivanje Zive hladnom parom (4.2.).
Razrijedi se sa 100 ml vode (3.3.), s 5 ml sumporne kiseline (3.2.) i s 5 ml otopine kositrova diklorida
(3.7.). Nakon svakog dodatka se promijesa. Priceka se 30 sekundi da se sva Ziva iz ionskog oblika reducira
u metalno stanje te se ocita (n).

Stavi se nesto staklene vune impregnirane paladijevim dikloridom (3.9.) izmedu posude za redukciju Zive i
proto¢ne Celije instrumenta (4.2.). Ponovi se 5.2.1. i zapiSe o¢itanje. Ako ocitanje nije jednako nuli, znaci da
mineralizacija nije potpuna i analiza se mora ponoviti.
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7.2.

IZRACUN

Neka je:

m = masa (u miligramima) uzorka za testiranje.

=
Il

koli¢ina Zive (u pg), o¢itana na instrumentu.

Maseni udio Zive, izrazene kao Ziva, rauna se prema sljedecoj formuli:

n
% mercur = — .
m

NAPOMENE

Da se poboljsa mineralizacija, moZe biti neophodno zapoceti odredivanje razrijedenjem uzorka.

Ako se sumnja da se Ziva apsorbira na supstrat, treba provesti kvantitativno odredivanje metodom stan-
dardnog dodatka.

PONOVLJIVOST (1)

Ako su koncentracije zive 0,007 %, apsolutna vrijednost razlike u rezultatima izmedu dva usporedna
mjerenja provedena na istom uzorku ne treba biti veca od 0,00035 %.

ODREDIVANJE ALKALIJSKIH I ZEMNOALKALIJSKIH SULFIDA

PODRUCJE PRIMJENE

Ova metoda opisuje odredivanje sulfida prisutnih u kozmetickim proizvodima. Prisutnost tiola ili drugih
reducensa (ukljucujudi sulfite) ne smeta.

DEFINICIJA

Koncentracija sulfida, odredena ovom metodom izrazava se kao maseni udio sumpora.

NACELO

Nakon zakiseljavanja medija, sumporovodik se uvodi strujom dusika i fiksira u obliku kadmijeva sulfida.
Kadmijev sulfid se filtrira i ispere te zatim odreduje jodometrijski.

REAGENSI

Svi reagensi moraju biti analiticke cistole (p.a.).

(1) 18O 5725.
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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.

6.1.
6.1.1.

Koncentrirana klorovodi¢na kiselina, dﬁo= 1,19 g/ml.

Natrijev tiosulfat, 0,1 M standardna otopina.

Jod, 0,05 M standardna otopina.

Dinatrijev sulfid.

Kadmijev diacetat.

Koncentrirani amonijak, d2°= 0,90 g/ml.

Amonijakalna otopina kadmijeva diacetata: u priblizno 50 ml vode se otopi 10 g kadmijeva diacetata (4.5.).
Doda se amonijak (4.6.) dok se talog ne otopi (priblizno 20 ml). Do oznake od 100 ml nadopuni se
vodom.

Dusik.

Otopina amonijaka M.

APARATURA

Uobicajena laboratorijska oprema.

Tikvica okruglog dna od 100 ml s tri standardna vrata od ubruSenog stakla.

Dvije Erlenmeyer tikvice s vratovima od ubrusenog stakla, opremljene napravom koja sadrzi potopljenu
cjevCicu i postranu izlaznu cjevcicu za ispustanje plina koji se uvodi.

Lijevak s dugim vratom.

POSTUPAK

Pretvorba sulfida

Uzme se jo§ neotvoren uzorak. U tikvicu s okruglim dnom (5.2.) to¢no se odvaze masa (m) (izraZena u
gramima) proizvoda, koja sadrzi najviSe 30 mg sulfidnih iona. Doda se 60 ml vode i dvije kapi sredstva
protiv pjenjenja.

U svaku od dvije Erlenmeyerove tikvice (5.3.) prenese se 50 ml otopine (4.7.)

Lijevak za dokapavanje, potopljena cjev¢ica i izlazna cjevCica spoje se na tikvicu s okruglim dnom (5.2.).
Izlazna cjevcica spoji se na Erlenmeyerove tikvice (5.3.), medusobno povezane PVC cjevcicom.

Napomena: Aparatura za pretvorbu mora prodi sljededi test na nepropusnost: simulirajudi uvjete testiranja,
zamijeni se uzorak koji treba odrediti s 10 ml sulfidne otopine (pripremljene iz 4.4.) koja sadrzi
,X mg” sulfida (odredenih jodometrijski). Neka je ,Y” broj miligrama sulfida odreden na kraju
tog postupka. Razlika izmedu koli¢ine ,X” i koli¢ine ,Y” ne smije biti veéa od 3 %.
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6.1.4.

6.2.
6.2.1.

6.2.3.

6.2.4.

6.2.5.

Kako bi se iz tikvice s okruglim dnom (5.2.) istjerao zrak, propuhuje se kroz tikvicu 15 minuta dusik (4.8.)
brzinom od dva mjehuri¢a u sekundi.

Tikvica s okruglim dnom zagrije se na 85 £ 5 °C.
Prekine se struja dusika (4.8.) i doda se kap po kap 40 ml klorovodi¢ne kiseline (4.1.).

Kada je gotovo sva kiselina dodana, ponovno se uklju¢i dovod dusika (4.8.) i na vratu se ostavi minimalna
koli¢ina tekudine da se sprijeci izlazenje sumporovodika.

Grijanje se prekine nakon 30 minuta. Pusti se da se tikvica (5.2.) ohladi i nastavi se propuhivanje dusika
(4.8.) kroz tikvicu jo§ najmanje sat i pol.

Titracija

Kadmijev sulfid se filtrira kroz lijevak s dugim vratom (5.4.).

Erlenmeyerove tikvice (5.3.) se najprije isperu otopinom amonijaka (4.9.) koji se izlijeva na filtar. Nakon
toga se ispire destiliranom vodom koja se uporabi za ispiranje taloga koji je zaostao na filtru.

Pranje taloga zavrsi se sa 100 ml vode.

Filtrirni papir se stavi u prvu Erlenmeyerovu tikvicu koja je sadrzavala talog. Doda se 25 ml (n;) otopine
joda (4.3.), priblizno 20 ml klorovodi¢ne kiseline (4.1.) i 50 ml destilirane vode.

Suvisak joda odredi se otopinom natrijeva tiosulfata (n,) (4.2.).

IZRACUN

Sadrzaj sulfida u uzorku, izrazen kao maseni udio sumpora, racuna se prema sljedecoj formuli:

32 -
% sumpora — SAM XL =2X2)

20 m
gdje je:
n; = volumen utrodene (u mililitrima) standardne otopine joda (4.3.),
x; = molaritet te otopine,
n, = volumen (u mililitrima) standardne otopine natrijeva tiosulfata (4.2.),
x, = molaritet te otopine,
m = masa (u gramima) uzorka za testiranje.
PONOVLJIVOST (1)

Za sadrzaj sulfida od oko 2 % (m/m), apsolutna vrijednost razlike u rezultatima izmedu dva usporedna
mjerenja provedena na istom uzorku ne treba biti veca od 0,2 % (m/m).

(1) 18O 5725.
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