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ROZPORZADZENIE MINISTRA ZDROWIA"

z dnia 23 grudnia 2002 r.

w sprawie okreslenia procedur pobierania préobek kosmetykow oraz procedur przeprowadzania
badan laboratoryjnych

Na podstawie art. 13 ust. 3 ustawy z dnia 30 marca
2001 r. o kosmetykach (Dz. U. Nr 42, poz. 473) zarzadza
sie, co nastepuje:

8 1. Rozporzadzenie okresla:

1) procedury pobierania probek kosmetykow;

2) procedury przeprowadzania badan
nych.

laboratoryj-

8 2. 1. W upowaznieniu do nieodptatnego pobrania
probki kosmetyku organ Panstwowej Inspekcji Sanitar-
nej wskazuje, ze pobranie jest dokonywane:

1) w celu dokonania rutynowej kontroli lub

2) w zwigzku z uzasadnionym podejrzeniem, ze ko-
smetyk nie spetnia wymagan jakosciowych dekla-
rowanych przez producenta, lub

3) w zwiagzku z uzasadnionym podejrzeniem, ze ko-
smetyk moze szkodzié zdrowiu ludzi lub srodowi-
sku.

2. Prébki pobiera sie w ilosciach niezbednych do
przeprowadzenia badan laboratoryjnych.

8 3. 1. Pobranie prébki kosmetyku stwierdza sie
w protokole pobrania prébki, ktéry zawiera:
1) piecze¢ organu Panstwowej Inspekcji Sanitarnej;
2) numer protokotu;

3) imieg, nazwisko i stanowisko stuzbowe pobierajace-
go probke oraz numer upowaznienia do przepro-
wadzenia kontroli sanitarne;j;

4) date i miejsce pobrania prébki;
5
6

7) imie i nazwisko lub nazwe (firme) oraz adres lub sie-
dzibe producenta;

warunki, w jakich kosmetyk byt przechowywany;
opis sposobu pobrania i zabezpieczenia prébki;

)
)
)
)

8) nazwe, termin trwatosci i numer serii kosmetyku,
ktérego prébke pobrano, jezeli numer taki znajdu-
je sie na oznakowaniu opakowania jednostkowe-
go,

9) cene kosmetyku, ktérego prébke pobrano;

10) okreslenie proponowanego zakresu badan labora-
toryjnych;

11) wtasnoreczne podpisy pobierajagcego prébke oraz
producenta lub osoby przez niego upowaznionej.

" Minister Zdrowia kieruje dziatem administracji rzadowej
— zdrowie, na podstawie § 1 ust. 2 rozporzadzenia Preze-
sa Rady Ministrow z dnia 28 czerwca 2002 r. w sprawie
szczegb6towego zakresu dziatania Ministra Zdrowia (Dz. U.
Nr 93, poz. 833).

2. Protokoét sporzadza sie w dwdch egzemplarzach,
z ktérych jeden pozostawia sie — za pokwitowaniem —
kontrolowanemu producentowi, drugi pozostawia sie
w aktach z przeprowadzonej kontroli sanitarne;.

8 4. Pobrane prébki powinny byé do czasu badan
laboratoryjnych przechowywane w sposéb i w warun-
kach zabezpieczajacych kosmetyk przed zmiang jakosci
i jego cech charakterystycznych.

§ 5. 1. Organ Panstwowej Inspekcji Sanitarnej, na
whniosek producenta, pobiera dodatkowa probke ko-
smetyku z tej samej partii i tej samej serii w ilosci od-
powiadajacej probce pobranej do badan laboratoryj-
nych. Przepisy 8 3 i 4 stosuje sie odpowiednio.

2. Dodatkowa prébka kosmetyku powinna byé
przechowywana przez kontrolowanego, z zachowa-
niem warunkéw uniemozliwiajacych zmiane jakosci
lub cech charakterystycznych kosmetyku, i do czasu
ustalenia wynikéw badan laboratoryjnych nie moze
by¢ wprowadzona do obrotu.

3. Organ Panstwowej Inspekcji Sanitarnej powia-
damia producenta o wynikach badan laboratoryjnych.

§ 6. 1. Badania laboratoryjne przeprowadza sie,
stosujgc metody analiz niezbednych do kontroli ko-
smetyku okreslone w zatacznikach nr 1i 2 do rozporza-
dzenia.

2. Dokumentacje dotyczaca badan, o ktérych mowa
w ust. 1, prowadzi podmiot przeprowadzajacy badania
w sposo6b okreslony w zatgczniku nr 1 do rozporzadzenia.

3. Organ Panstwowej Inspekcji Sanitarnej sporza-
dza protokdt przeprowadzonych badan, zawierajacy
dane okreslone w 8 3ust. 1 pkt1,2,5,7i8, a ponadto:

1) date i miejsce wykonania badania;

2) imie, nazwisko i stanowisko stuzbowe przeprowa-
dzajgcego badania;

3) opis sposobu pobrania probki laboratoryjnej i sto-
sowanych metod badania;

4) ocene prawidtowosci oznakowania kosmetyku;
5) wyniki badania;
6) wtasnoreczny podpis przeprowadzajgcego bada-
nie.
4. Do protokotu, o ktérym mowa w ust. 3, stosuje
sie odpowiednio & 3 ust. 2.

8 7. Rozporzadzenie wchodzi w zycie po uptywie
14 dni od dnia ogtoszenia.

Minister Zdrowia: M. tapiriski
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Zataczniki do rozporzadzenia Ministra Zdrowia
z dnia 23 grudnia 2002 r. (poz. 107)

Zatacznik nr 1

KRYTERIA CZYSTOSCI CHEMICZNEJ
| MIKROBIOLOGICZNEJ KOSMETYKOW ORAZ METODY KONTROLI ZGODNOSCI Z TYMI KRYTERIAMI

1. Opracowywanie nowego kosmetyku

1.1.

1.2.

Konserwowanie wyrobu

Zadaniem srodkow konserwujacych (SK) jest
ochrona konsumenta i zapobieganie zanieczysz-
czeniom mikrobiologicznym w czasie normalnego
i mozliwego do przewidzenia stosowania kosme-
tyku. SK nie powinny byé stosowane zamiast
utrzymania na wtasciwym poziomie higieny pro-
dukcji. Kontrola czystosci mikrobiologicznej w cza-
sie produkcji jest osiggana poprzez zrozumienie
przyczyn wystepowania zanieczyszczen i ich elimi-
nowanie.

Nalezy podkresli¢, ze SK nie moga byé dobierane
wytgcznie o dane teoretyczne, ale konieczne jest
okreslenie in situ ich efektywnos$ci poprzez stoso-
wanie testéw kontrolowanego zanieczyszczenia
mikrobiologicznego wyrobéw w trakcie ich opra-
cowywania.

Opracowywanie prawidtowych receptur

W miare mozliwos$ci powinno sie tworzy¢ receptu-
ry, w ktérych zastosowane surowce nie wspoma-
gajg wzrostu drobnoustrojow, dzigki czemu mozna
ograniczy¢ potrzebe dodawania SK. Jesli jednak
uzycie SK jest konieczne, powinien on byé wybra-
ny na poczatku opracowywania wyrobu i traktowa-
ny jako integralna czesé receptury.

Woda jest podstawag wzrostu mikroorganizmow.
Uktad konserwujgcy powinien byé tak dobrany,
aby w fazie wodnej systemu wielofazowego uzy-
skaé stezenie efektywne.

Uktad konserwujacy powinien byé skuteczny dla
szerokiego zakresu mikroorganizmow i bezpieczny
w uzytym stezeniu. Mieszaniny SK mogg by¢ cza-
sem bardziej efektywne niz pojedyncze sktadniki.
Bardzo wazne sg temperatura, $wiatto i stabilnosé
podczas przedtuzonego okresu przechowywania.
Uktad konserwujgcy powinien by¢ skuteczny przy
niskim stezeniu i pH wyrobu oraz wykazywacé
zgodnos¢ z innymi sktadnikami receptury.

Zaprojektowane opakowanie powinno uniemozli-
wiaé¢ dostep drobnoustrojéw i wydzielania wody
z produktu, co moze utatwié wzrost drobnoustro-
jow. Nalezy wzigé pod uwage mozliwos$¢ inaktywa-
cji uktadu konserwujgcego przez sktadniki opako-
wania i dyfuzje przez opakowanie.

Uzycie konserwantéw jest szczegdlnie wazne przy
zastosowaniu tatwo biodegradowalnych surow-
cow w recepturach, poniewaz surowce takie sg
sktadnikami odzywczymi dla drobnoustrojow.

Kazda zmiana sktadu chemicznego moze wptyngc
na skutecznos$é¢ SK. W takich przypadkach nalezy
rozwazy¢ przeprowadzenie dodatkowych testow.

1.3.

2.

3.

3.1. Przechowywanie partii

3.2

Podczas produkcji niektérych kosmetykéw moze
by¢ konieczne przygotowywanie mieszanin wstep-
nych. Wstepne wodne mieszaniny powinny zawie-
ra¢ konserwanty i powinny byé przechowywane
przez okreslony czas i regularnie kontrolowane.
Aby okreslié¢ ich podatno$é na zanieczyszczenia
mikrobiologiczne, powinny byé poddane testom
kontrolowanego zanieczyszczenia mikrobiologicz-
nego.

Testy kontrolowanego
mikrobiologicznego

zanieczyszczenia

Jezeli jest konieczne przeprowadzenie testu kon-
trolowanego zanieczyszczenia mikrobiologiczne-
go, powinien byé wykonany przez wykwalifikowa-
na osobe z uzyciem kompletnej receptury wyrobu
w opakowaniu handlowym, nawet jesli prowadzo-
ne byty wstepne badania tej receptury podczas
opracowywania kosmetyku.

Zasadg jest wprowadzanie do wyrobu réznych mi-
kroorganizmow: bakterii, drozdzy, plesni, wsrod
ktérych moga byé uzyte drobnoustroje chorobo-
twércze lub powodujgce zepsucie kosmetyku.
W tak zanieczyszczonym produkcie badana jest
przezywalnosé mikroorganizmoéw w réznych
okresach — tak dtugo, jak uwaza sie to za koniecz-
ne.

Surowce

Surowce moga by¢ zréodtem zanieczyszczenia mikro-
organizmami wyrobu gotowego. Celem producen-
tow surowcoéw powinno byé zatem dostarczanie ich
0 niskim stopniu zanieczyszczen i wolnych od szko-
dliwych drobnoustrojow.

Woda jest jednym z gtéwnych surowcéw kosme-
tycznych i w okreslonych warunkach moze byé
znacznie zanieczyszczona mikrobiologicznie, co mo-
ze stwarzac zagrozenie dla trwatosci gotowego wy-
robu. Dlatego tez stanowigcg sktadnik receptur wo-
de nalezy regularnie kontrolowacé i gdy to konieczne
— odpowiednio przygotowad.

Kontrola i ocena potproduktu oraz gotowego wyro-
bu

kosmetyku przed
zapakowaniem

Wyréb w ,masie” jest bardziej podatny na zanie-
czyszczenia mikrobiologiczne niz w postaci goto-
wego wyrobu w opakowaniu.

Pobieranie prébek

Z partii wyrobu powinny byé pobierane proébki
w momencie wtasciwym dla aktywnosci mikrobio-
logicznej receptury, zgodnie z ocenami dokonany-
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mi w testach kontrolowanego zanieczyszczenia
mikrobiologicznego i doswiadczeniem produkcyj-
nym. Dla kazdego nowego wyrobu nalezy okreslié¢
czestotliwos¢ badan w okresie poczgtkowym,
przynajmniej przez trzy miesigce, aby rozpoznaé
jako$é mikrobiologiczng wyrobu w zwyktych wa-
runkach produkcyjnych.

. Dobra praktyka produkcyjna

Aby spetnié¢ warunki Dobrej Praktyki Produkcyjnej,
nalezy stosowaé Zalecenia Dobrej Praktyki w Pro-
dukcji Kosmetykéw opracowanych przez stowarzy-
szenie COLIPA (THE EUROPEAN COSMETIC
TOILETRY AND PERFUMERY ASSOCIATION).

. Dokumentacja

Powinny byé prowadzone odpowiednie zapisy od-
nos$nie do wszystkich aspektow badan mikrobiolo-
gicznych w czasie opracowywania i produkcji kazde-
go wyrobu oraz wszystkich procedur kontrolnych
stosowanych w zaktadzie produkcyjnym.

. Zalecane wymagania czystosci mikrobiologicznej

Wyniki badah powinny byé zapisywane w rapor-
cie, ktéry powinien zawieraé¢ nastepujace informa-
cje, dotyczace:

a) identyfikacji prébek:
— rodzaj wyrobu,
— nazwe handlowa,
— nazwe producenta,
— numer partii,
— date i miejsce pobrania prébki,
— metody identyfikacji i warunki przechowywa-
nia,
b) warunkdéw badan:
— date,
— metode,
— podtoze neutralizujace,
c) wynikow testow.

Raport powinien zawiera¢ wniosek oraz dane oso-
by odpowiedzialnej za badania.

i metody oceny gotowego Wyrobu 6.2. Wymagania mikrObiOIOgiCZne

) 6.2.1. Wymagania ilosciowe (minimalna wielkos¢ ba-
6.1. Uwagi ogdlne

Celem wszystkich producentéw musi byé zagwa-
rantowanie bezpieczenstwa wyrobéw w zwyktych
i mozliwych do przewidzenia warunkach stosowa-
nia.

Zanieczyszczenia mikrobiologiczne mogag okazaé
sie szkodliwe dla konsumenta i powodowacé zepsu-
cie wyrobu, dlatego nalezy je ogranicza¢ poprzez:

a) zachowanie higieny w zaktadzie i procesie pro-
dukcyjnym,

b) odpowiednie zakonserwowanie wyrobu zapo-
biegajgce wzrostowi drobnoustrojow,

c) przestrzeganie granic czystosci mikrobiologicz-
nej w celu zapewnienia bezpieczehstwa wyrobu.

Podczas wykonywania pojedynczych badan pro-
ducent musi pamietaé, ze zanieczyszczajgce mikro-
organizmy moga by¢ w fazie namnazania, statycz-
nej lub zamierania. Uzycie SK ma na celu niedo-
puszczenie do wzrostu drobnoustrojow. SK nie za-
stapi dobra higiena w zaktadzie produkcyjnym,
trzeba rowniez pamietaé, ze uzyte stezenie tych
zwigzkow jest wypadkowa miedzy aktywnoscig
przeciwdrobnoustrojowg a bezpieczenstwem
uzytkownika. SK powinny by¢ wybierane podczas
opracowywania produktu, przy zastosowaniu te-
stow kontrolowanego zanieczyszczenia mikrobio-
logicznego.

Opisana nizej metodyka powinna by¢ traktowana
jako zalecana, producenci za§ moga stosowacé wta-
sne metody kontroli wewnetrznej zapewniajace
produkowanie wyrobow zgodnych z kryteriami za-
wartymi w niniejszym zataczniku.

Specyfikacja mikrobiologiczna odnosi sie do $rod-
kéw kosmetycznych w nienaruszonym, zamknie-
tym opakowaniu.

danej probki — 1 g lub 1 ml)
KATEGORIA I. Kosmetyki przeznaczone dla dzie-
ci i w okolice oczu

Ogdlna liczba drobnoustrojéw tlenowych mezo-
filnych nie moze przekraczaé¢ 100 jtk/g lub ml (jtk
— jednostki tworzace kolonie).

KATEGORIA Il. Inne kosmetyki

Ogodlna liczna drobnoustrojéw tlenowych mezo-
filnych nie moze przekraczaé¢ 1000 jtk/g lub ml.

Bardzo wazna jest interpretacja wynikow. Opisa-
ne ograniczenia powinny by¢ interpretowane na-
stepujaco:

102 — maksymalny limit akceptacji to 5 x 102,
103 — maksymalny limit akceptacji to 5 x 103.

6.2.2. Wymagania jakosciowe

W 0,1 g lub 0,1 ml prébki kosmetyku nie moga
byé obecne nastepujace drobnoustroje:

— Pseudomonas aeruginosa,
— Staphylococcus aureus,
— Candida albicans.

6.2.3. Kryteria akceptacji

Akceptowana jest jakos¢ probek, ktére spetniaja
wymagania jakosciowe i ilosciowe.

6.3. Metody badan mikrobiologicznych $rod-

kow kosmetycznych

Okreslenie ogodlnej liczby zywych drobnoustrojow
tlenowych mezofilnych powinno byé prowadzone
wedtug nastepujacych zasad:

a) nalezy zachowaé ostroznos¢ i unika¢ zanieczysz-
czenia produktu drobnoustrojami, ktére moga
by¢é wykryte w prébce,
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6.3.2.

b) eliminacja kazdej przeciwdrobnoustrojowej
wtasciwosci produktu w czasie analizy powinna
byé dokonana przez rozciehczenie, zobojetnie-
nie lub filtracje,

c) okreslenie ogdlnej liczby zywych drobnoustro-
jow tlenowych mezofilnych prowadzi sie, stosu-
jac techniki wylewania ptytek, techniki posie-
wow powierzchniowych lub filtracji. ,,Wzboga-
cone” techniki nie sa konieczne,

d) identyfikacja okreslonych mikroorganizmow
jest prowadzona przy uzyciu selektywnych pod-
tozy hodowlanych.

6.3.1. Materiaty i odczynniki

a) podtoza hodowlane i odczynniki,
b) przygotowanie proébki.

Ocena mikrobiologiczna powinna by¢ przepro-
wadzona na probkach wielko$ci minimum
1glub 1 ml

Dla produktéow o wadze mniejszej niz 1 g nalezy
potaczyé kilka préobek w celu otrzymania 1 g lub
1T ml.

Nalezy rozcienczyé lub rozpuscié 1 mllub 1 g wy-
robu w mianowanym rozcienczalniku neutralizu-
jacym w celu otrzymania rozcienczenia 1:10.
W przypadku stabo wilgotniejgcych substanciji
mozna dodaé odpowiedni zwigzek powierzch-
niowo czynny, np. 0,1% (m/v) polisorbatu 80.

Jezeli konieczne jest uzyskanie kolejnych dzie-
sietnych rozciehczen, nalezy uzyé roztworu wyj-
sciowego, stosujgc ten sam rozcienczalnik, aby
ostabié aktywnosé przeciwdrobnoustrojowa pro-
duktu lub uzyskaé liczbe kolonii od 10 do 100
w celu tatwego zliczenia.

Okreslenie catkowitej liczby tlenowych drobno-
ustrojow mezofilnych

a) Filtracja przez btony

Nalezy stosowac¢ 2 btony filtracyjne o $rednicy
poréw nie wiekszej niz 0,45 p i ktorych efektyw-
nos$é w zatrzymywaniu bakterii zostata ustalona.
Nizej opisana metoda zaktada stosowanie bton
o $rednicy ok. 50 mm:

— na kazda btone przeniesé ilos¢ odpowiadaja-
cg 0,1 g badanego produktu i natychmiast
przesaczyé. W celu uzyskania rownomiernego
rozktadu drobnoustrojéw na btonie, mozna jg
przeptukaé sterylnym roztworem ptuczacym,

— przeniesé btony na powierzchnie odpowied-
niego podtoza agarowego, inkubowaé
w 30—35°C przez 3 dni w przypadku bakterii,
20—25°C przez 5 dni w przypadku grzyboéw,
chyba ze bardziej wiarygodne zliczenia sa
osiggalne w krétszym czasie,

— policzyé liczbe wyhodowanych kolonii i przeli-
czyc¢ liczbe mikroorganizmow na gram lub mi-
lilitr badanego wyrobu.

b) Procedura liczenia ptytek:

— stosujac ptytki Petriego o $rednicy 9—10 cm,
dodaé do kazdej ptytki 1 ml prébki odpowiada-

6.3.3.

jacej 0,1 g wyrobu i ok. 15 ml odpowiedniego
ptynnego podtoza agarowego o temperaturze
nie wyzszej niz 45°C, wymieszaé i pozostawi¢
na chtodnej poziomej powierzchni do zasty-
gniecia,

— alternatywnie: rozprowadzi¢ rozcienczony
wyrob (zwykle 0,1 ml na ptytke, co odpowiada
0,01 g wyrobu) na powierzchni statego podto-
za na ptytce Petriego o $rednicy j.w.,

— inkubowa¢ ptytki jak w przypadku metody fil-
tracyjnej,

— policzyé wyhodowane kolonie i przeliczyé wy-
niki, uzywajac ptytek z najwieksza liczba kolo-
nii, lecz nie wiekszg niz 300 kolonii dla bakterii
i 100 kolonii dla grzybdw.

c¢) Przedstawienie wynikéw

Nalezy policzy¢ i zapisaé liczbe jednostek tworza-
cych kolonie (jtk) dla kazdej ptytki. Wyliczy¢ cat-
kowita liczbe jtk/ptytke i przemnozy¢ wynik przez
rozcienczenie w celu uzyskania ilosci jtk/g lub
jtk/ml wyrobu.

Wykrywanie okreslonych drobnoustrojow
Specyficzne drobnoustroje:
a. Pseudomonas aeruginosa

Na podtozu z cetrimidem (pkt 7 — Roztwory
i podtoza hodowlane) typowe kolonie P. aerugi-
nosa sa ptaskie, przejrzyste, z6tto-zielonkawe do
niebieskich.

Nalezy przeprowadzi¢ co najmniej nastepujace
testy potwierdzajace:

— barwienie metodg Gramma,
— test oksydazowy,

— test na ruchliwosg,

— wzrost w 42°C.

P aeruginosa jest Gram-ujemng pateczka, ruchli-
w3, oksydazo-dodatnig i ro$nie w temp. 42°C.

b. Staphylococcus aureus

Na podtozu Baird-Parkera (pkt 7 — Roztwory
i podtoza hodowlane) typowe kolonie S. aureus
sg czarne, btyszczace, wypukte, otoczone przej-
rzystym obszarem, ktéry moze opalizowadé.
Nalezy przeprowadzi¢ co najmniej nastepujace
testy potwierdzajace:

— barwienie metodg Gramma,
— test katalazowy,
— test koagulazowy.

Gram-dodatnie ziarniaki, katalazo- i koagulazo-
-dodatnie moga by¢ uwazane za S. aureus.

c. Candida albicans

Na podfozu Sabouard-dekstrozowym (pkt 7 —
Roztwory i podtoza hodowlane) typowe kolonie
C. albicans sg biate do bezowych, kremowe, wy-
pukte.
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Nalezy przeprowadzié¢ co najmniej nastepujgce
testy potwierdzajace:

— badanie mikroskopowe,
— test tworzenia nibystrzepek,
— tworzenie chlamidosporéw.

Drozdze tworzace nibystrzepki i dajace chlami-
dospory moga byé uwazane za C. albicans.

W kazdym przypadku powinny by¢ prowadzone
inne odpowiednie testy, aby potwierdzi¢ identy-
fikacje.

Przedstawienie wynikdw:

Wyniki nalezy zapisaé w raporcie z badan jako obec-
nos$¢ lub nieobecnos$é swoistych mikroorganizmoéw:
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus,
Candida albicans.

7. Roztwory i podtoza hodowlane

Ponizsze roztwory i podtoza hodowlane powinny
by¢ przeznaczone do stosowania zgodnie z przezna-
czeniem, jednakze mozna stosowaé odpowiednie
podtoza suche, pod warunkiem ze majg one iden-
tyczne wtasciwosci odzywecze i selektywne dla testo-
wych drobnoustrojow.

7.1. Rozcienczalnik

Buforowany roztwdr chlorku sodu z peptonem

o pH 7,0.

Dwuwodorofosforan

potasu 3,56 g A odpowiednik
Wodorofosforan sodu 7,23 g & 0,067 M
Chlorek sodu 430g

Pepton (migsny

lub kazeinowy) 109

Woda destylowana 1000 ml

Wyjatawiaé w autoklawie w 121°C przez 15 minut.

W razie koniecznos$ci mozna dodaé odpowiednie
czynniki zobojetniajace, np. polisorbat 20 lub 80,
lecytyne, tiosiarczan.

7.2. Podtoze do okreslania liczby bakterii

Agar z hydrolizatem kazeinowo-sojowym.

Trzustkowy hydrolizat kazeiny 15,0 g
Papainowy hydrolizat ziaren soi 509
Chlorek sodu 509
Agar 15,0 g
Woda destylowana 1000 ml

Wyjatawiaé 15 minut w autoklawie w temperatu-
rze 121°C; pH po wyjatowieniu powinno wynosi¢
7,3+0,2.

7.3. Podtoze do okreslania liczby grzyboéw

7.4.

7.5.

7.6.

Pozywka Sabouard-dekstrozowa.

Peptony (miesny i kazeinowy) 10,09
Dekstroza jednowodna 40,0 g
Agar 15,0 g
Woda destylowana 1000 ml

Wyjatawiaé¢ 15 minut w autoklawie w temperatu-
rze 121°C, pH po wyjatowieniu powinno wynosi¢
5,6+0,2.

Podtoze do wykrywania Pseudomonas
aeruginosa

Pozywka z cetrimidem.

Trzustkowy hydrolizat zelatyny 2009
Chlorek magnezu 149
Siarczan potasu 10,0 g
Cetrimid 03g
Agar 1369
Glicerol 10,0 ml
Woda destylowana 1000 ml

Wyjatawia¢ 15 minut w autoklawie w temperatu-
rze 121°C; pH po wyjatowieniu powinno wynosi¢
7,2+0,2.
Podtoze do wykrywania Staphylococcus
aureus

Pozywka Baird-Parkera.

Trzustkowy hydrolizat kazeiny 10,09
Wycigg wotowy 509
Wyciag drozdzowy 109
Chlorek litu 509
Agar 20,0g
Glicyna 12,09
Pirogronian sodu x10,0 g
Woda destylowana 950 ml

Po wyjatowieniu pH powinno wynosié¢ 6,8+0,2.
Wyjatawiaé¢ 15 minut w autoklawie w temperatu-
rze 121°C, oziebi¢ do 45—50°C i doda¢ sterylnego
1% roztworu telurytu potasu i 50 ml emulsji z6ttka
jaja kurzego.

Podtoze do wykrywania Candida albicans
Pozywka Sabouard-dekstrozowa.

Peptony (miesny i kazeinowy) 10,09
Dekstroza jednowodna 40,0 g
Agar 15,09
Woda destylowana 1000 ml

Wyjatawia¢ 15 minut w autoklawie w temperatu-
rze 121°C; pH po wyjatowieniu powinno wynosié
5,6+0,2.
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Zatacznik nr 2

METODY ANALIZ NIEZBEDNYCH DO KONTROLI KOSMETYKU

l. Identyfikowanie i oznaczanie wolnego formaldehydu

1.Cel i zakres

Metoda opisuje identyfikowanie i dwie zasady ozna-
czania zalezne od obecnosci lub nieobecnosci
w prébce donoréw formaldehydu. Metoda moze
stuzyé do badania wszystkich kosmetykéw.

1.1. Identyfikowanie

1.2. Ogdlne oznaczanie
z pentan-2,4-dionem

metodg kolorymetryczna

Te metode stosuje sig, jezeli uzywany jest formal-
dehyd sam lub z innymi srodkami konserwujacy-
mi, ktére nie sg donorami formaldehydu. W innym
przypadku, gdy wynik przewyzsza maksymalne
dozwolone stezenie, nalezy zastosowac ponizszg
metode dla potwierdzenia wyniku.

1.3. Oznaczenie w obecnos$ci donorow formaldehydu

W metodzie wspomnianej powyzej (1.2.) podczas
otrzymywania pochodnych, donory formaldehydu
ulegaja rozczepieniu i prowadzi to do zawyzonych
wynikéw (zwigzany i spolimeryzowany formalde-
hyd). Konieczne jest wydzielenie wolnego formal-
dehydu metoda chromatografii cieczowej.

2. Definicja

Zawarto$¢ wolnego formaldehydu w prébce ozna-
czona wedtug tej metody jest wyrazona w procen-
tach masowych.

3. Identyfikowanie formaldehydu
3.1. Zasada

Wolny i zwigzany formaldehyd w $rodowisku kwa-
su siarkowego nadaje odczynnikowi Schiffa barwe
rézowa lub fioletowo-rézowa

3.2. Odczynniki

Wszystkie odczynniki powinny byé czystosci anali-
tycznej, woda musi byé zdemineralizowana

3.2.1. Fuksyna

3.2.2. Siedmiowodny siarczan sodu
3.2.3. Stezony kwas solny (d = 1,19)
3.2.4. Kwas siarkowy, okoto 1 M
3.2.5. Odczynnik Schiffa:

100 mg fuksyny (3.2.1.) odwaza sie do zlewki
i rozpuszcza w 75 ml wody w temperaturze 80°C.
Po schtodzeniu dodaje sie 2,5 g siarczynu sodu
(3.2.2). Uzupetnia woda do 100 ml.

Odczynnika mozna uzywacé w ciggu dwéch tygo-
dni.

3.3. Procedura

3.3.1. Zwazy¢ 2 g prébki w 10 ml zlewce

3.3.2. Dodaé dwie krople kwasu siarkowego (3.2.4)
i 2 ml odczynnika Schiffa (3.2.5). Odczynnik ten
podczas stosowania powinien byé catkowicie

bezbarwny. Wytrzasnaé i pozostawié¢ do odstania
na pie¢ minut.

3.3.3. Jesli barwa rézowa lub fioletowo-rézowa poja-
wia sie w ciggu pieciu minut, oznacza to, ze for-
maldehyd jest obecny w stezeniu powyzej 0,01%
i powinno sie go oznaczy¢ metoda oznaczania
wolnego i zwigzanego formaldehydu (4), i, jesli
konieczne, wedtug opisu postepowania podane-
go w punkcie 5.

4. Ogdélne oznaczanie kolorymetryczne z pentan-
-2,4-dionem

4.1. Zasada

Formaldehyd reaguje 1z pentan-2,4-dionem
w obecnosci octanu amonu, tworzgc 3,5-diacetylo-
-1,4-dihydrotoluidyne. Jest ona ekstrahowana bu-
tan-1-olem i mierzy sie absorbancje ekstraktu przy

410 nm.
4.2. Odczynniki

Wszystkie odczynniki powinny by¢ czystosci anali-
tycznej, woda musi byé¢ zdemineralizowana.
4.2.1.
4.2.2. Stezony kwas octowy, d,2° = 1,05

4.2.3. Pentan-2,4-dion $wiezo destylowany pod
zmniejszonym ci$nieniem 256 mm Hg, w 25°C
— nie powinien wykazywaé zadnej absorbcji

Bezwodny octan amonu

przy 410 nm.

4.2.4. Butan-1-ol

4.2.5. Kwas solny, 1M

4.2.6. Kwas solny, okoto 0,1 M

4.2.7. Wodorotlenek sodu, 1M

4.2.8. Swiezo przygotowany roztwaor skrobi (1 g/50 ml
wody)

4.2.9. Formaldehyd 37 do 40% (m/v)

4.2.10. Standardowy roztwor jodu, 0,05 M
4.2.11. Standardowy roztwor tiosiarczanu sodu, 0,1 M
4.2.12. Odczynnik pentan-2,4-dionu

W 1000 ml kolbie miarowej rozpuscié:
150 g octanu amonu (4.2.1.), 2 ml pentan-2,4-
-dionu (4.2.3.), 3 ml kwasu octowego (4.2.2.).
Uzupetni¢ woda do 1 000 ml (pH roztworu oko-
to 6,4). Odczynnik ten powinien byé $wiezo
przygotowany.

4.2.13. Odczynnik (4.2.12.) bez pentan-2,4-dionu
4.2.14. Standardowy bazowy roztwér formaldehydu

Nala¢ 5 g formaldehydu (4.2.9.) do 1 000 ml kol-
by miarowej i uzupetni¢ do 1 000 ml woda.
Oznaczyé stezenie tego roztworu nastepujaco:
pobra¢ 10,00 ml, dodaé 25,00 ml standardowe-
go roztworu jodu (4.2.10.) i 10,00 ml wodoro-
tlenku sodu (4.2.7.). Pozostawi¢ do odstania na
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pie¢ minut. Zakwasi¢ 11,00 ml HCI (4.2.5.)
i oznaczyé nadmiar jodu przez miareczkowanie
standardowym roztworem tiosiarczanu sodu
(4.2.11.), uzywajac roztworu skrobi (4.2.8.) jako
wskaznika. 1 ml 0,05 M zuzytego jodu (4.2.10.)
odpowiada 1,5 mg formaldehydu.

4.2.15. Standardowy rozcienczony roztwoér formalde-
hydu

Rozcienczyé standardowy bazowy roztwér for-
maldehydu woda kolejno w stosunku 1/20 i na-
stepnie 1/100. 1 ml tego roztworu zawiera oko-
to 1 mg formaldehydu. Obliczyé doktadng za-
wartosé.

4.3. Aparatura
4.3.1. Standardowe wyposazenie laboratoryjne

4.3.2. Saczek do rozdziatu faz, bibuta Whatman (1PS
lub réownowazna)

4.3.3. Wirowka

4.3.4. taznia wodna o temperaturze 60°C

4.3.5. Spektrofotometr

4.3.6. Szklane naczynka pomiarowe o dtugosci drogi

optycznej 1 cm
4.4. Opis postgpowania

4.4.1. Roztwor probki

W 100 ml kolbie miarowej zwazy¢ z doktadno-
$cig do 0,001 g ilo$é (w g) badanej prébki odpo-
wiadajacej spodziewanej zawartosci formalde-
hydu okoto 150 ug. Uzupetni¢ woda do 100 ml
i wymieszaé (roztwor S). (Sprawdzié, czy pH jest
bliskie 6, jesli nie — rozcienczy¢ w roztworze
kwasu solnego (4.2.6.)). Do 50 ml kolby stozko-
wej Erlenmayera dodawaé: 10,00 ml roztwo-
ru S, 500 ml odczynnika pentan-2,4-dionu
(4.2.12.), wode zdemineralizowang do konco-
wej objetosci 30 ml.

4.4.2. Roztwor odniesienia

Mozliwa interferencja powodowana przez bar-
we tta w badanej probce jest eliminowana przez
uzycie takiego roztworu odniesienia. Do 50 ml
kolby stozkowej Erlenmayera dodawac:
10,00 ml roztworu S, 5,00 ml odczynnika
(4.2.13.), wode zdemineralizowang do konco-
wej objetosci 30 ml.

4.4.3. Slepa préba

Do 50 ml kolby stozkowej Erlenmayera doda-
waé: 5,00 ml roztworu odczynnika pentan-2,4-
-dionu (4.2.12.), wode zdemineralizowang do
konrncowej objetosci 30 ml.

4.4.4,

4.4.4.1. Wytrzgsaé mieszaniny z punktéw 4.4.1., 4.4.2.
i 4.4.3. Umiesci¢ kolby stozkowe Erlenmayera
w tazni wodnej o temperaturze 60°C na doktad-
nie 10 minut. Pozostawi¢ do schtodzenia na
dwie minuty w fazni wodnej z lodem.

Oznaczanie

4.4.4.2. Przenie$é mieszaniny do 50 ml rozdzielaczy za-
wierajgcych po 10 ml butan-1-olu (4.2.4.). Po-
ptukaé kazda kolbe 3 do 5 ml wody. Wytrzgsaé

energicznie mieszaning przez doktadnie 30 se-
kund. Pozostawi¢ do rozdzielenia.

4.4.4.3. Przesaczy¢ faze butan-1-olu do naczynka po-
miarowego (4.3.2.) przez saczek do rozdziatu
faz. Mozna réwniez zastosowac¢ odwirowanie
3 000 obrotéw w ciggu pieciu minut.

4.4.4.4. Zmierzy¢ absorbancje A, ekstraktu roztworu
z 4.4.1. przy 410 nm w poréwnaniu z ekstrak-
tem 4.4.2. jako roztworem odniesienia.

4.4.4.5. Podobnie zmierzy¢ absorbancje A, ekstraktu
$lepej proby z punktu 4.4.3. w poréwnaniu
z butan-1-olem jako roztworem odniesienia.

Uwaga. Wszystkie te czynnos$ci musza byé wy-
konane w ciggu 25 minut od chwili umieszcze-
nia kolb stozkowych w tazni wodnej o tempera-
turze 60°C.

4.4.5. Krzywa kalibracyjna

4.4.5.1. W 50 ml kolbie stozkowej Erlenmayera umie-
$cié: 5,00 ml rozcienczonego standardowego
roztworu z punktu 4.2.15, 5,00 ml odczynnika
pentan-2,4-dionu (4.2.12.), uzupetni¢ woda zde-
mineralizowanga do koncowej objetosci 30 ml.

4.4.5.2. Postepowac dalej jak opisano w punkcie 4.4.4.
i zmierzy¢ absorbancje w poréwnaniu z butan-
-1-olem (4.2.4.) jako roztworem odniesienia.

4.4.5.3. Powtdrzy¢ operacje z 10, 15, 20 i 25 ml rozcien-
czonego roztworu standardowego (4.2.15.)

4.4.5.4. Dla otrzymania wartosci zerowej (odpowiada-
jacej zabarwieniu odczynnikéw) postepowac
jak w punkcie 4.4.4.5.

4.4.5.5. Wykresli¢ krzywa kalibracyjna po odjeciu war-
tosci zerowej od kazdej absorbancji oznaczonej
w punktach 4.4.5.1.i 4.4.5.3. Prawo Beera obo-
wigzuje do 30 ug formaldehydu.

4.5. Obliczenia

4.5.1. Odja¢ A, od A, i odczytac z krzywej kalibracyjnej
(4.4.5.5.) ilos¢ C formaldehydu, w ug, w roztwo-
rze prébki (4.4.1.).

4.5.2. Obliczy¢ zawarto$¢ formaldehydu w probce
(% m/m) wedtug nastepujacego wzoru:

zawartosé C
formaldehyduw % = ——
103 x m

w ktérym:
m — masa probki analitycznej w gramach.

4.6. Powtarzalnosé

Dla zawartosci formaldehydu 0,2% réznica miedzy
wynikami dwu réwnolegtych oznaczen wykona-
nych dla tej samej prébki nie powinna przekraczaé
0,005% przy oznaczaniu metoda kolorymetrycznag
z pentan-2,4-dionem. Jes$li oznaczenie wolnego
formaldehydu prowadzi do wynikéw wyzszych niz
maksymalne stezenie ustalone:

a) pomiedzy 0,05% i 0,2% w wyrobie nieetykieto-
wanym,

b) wyzsze niz 0,2% w wyrobie zaréwno etykietowa-
nym, jak i nieetykietowanym, to znaczy, ze nalezy
postepowac tak, jak podano w punkcie 5 ponizej.
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5. Oznaczanie

formaldehydu w obecnosci

donorow formaldehydu
5.1. Zasada

Wydzielony formaldehyd przeprowadzany jest
w 26ttg pochodng lutydynowa w reakcji z pentan-
-2,4-dionem w reaktorze po kolumnie rozdzielaja-
cej i otrzymana pochodna jest oznaczana przez po-
miar absorbancji przy 420 nm.

5.2.

Odczynniki

Wszystkie odczynniki powinny byé czystosci anali-
tycznej, a woda musi byé zdemineralizowana.

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.

Woda czystosci odpowiedniej dla HPLC lub wo-
da rownowaznej jakosci

Bezwodny octan amonu

Stezony kwas octowy
Pentan-2,4-dion (przechowywany w 4°C)
Bezwodny fosforan dwusodowy
85% kwas ortofosforowy (d = 1,7)
Metanol o czystosci dla HPLC
Dichlorometan

Formaldehyd 37 do 40% m/v
Wodorotlenek sodu, 1M

Kwas solny, 1M

Kwas solny, 0,002 M

Roztwor skrobi swiezo przygotowany wedtug
Farmakopei Europejskiej (p. 4.2.8.)

Standardowy roztwér jodu, 0,005 m.
Standardowy roztwor tiosiarczanu sodu, 0,1 m.
Faza ruchoma

Wodny roztwér fosforanu dwusodowego
(5.2.5.), 0,006 M nastawiony na pH 2,1 kwasem
ortfosforowym (5.2.6.)

Odczynnik dla mediéow schodzacych z kolumny
(,,po kolumnie”)

W 1 000 ml kolbie miarowej rozpuscié: 62,56 g
octanu amonu (5.2.2.), 7,6 g kwasu octowego
(5.2.3.), 5 ml pentan-2,4-dionu (5.2.4). Uzupetni¢
wodg do 1 000 ml (5.2.1.). Przechowywa¢ od-
czynnik bez dostepu $wiatta. Okres przechowy-
wania: maksymalnie trzy dni w temperaturze
25°C. Nie powinny zachodzi¢ zadne zmiany
w zabarwieniu odczynnika.

Standardowy bazowy roztwor formaldehydu

WIlaé 10 g formaldehydu (5.2.9.) do 1 000 ml kol-
by miarowej i uzupetni¢é woda do 1 000 ml.
Oznaczyé stezenie tego roztworu nastepujaco.
Pobraé 5,00 ml, dodaé¢ 25,00 ml standardowego
roztworu jodu (5.2.14.) i 10,00 ml roztworu wo-
dorotlenku sodowego (5.2.10.). Pozostawi¢ do
odstania na 5 minut. Zakwasi¢ 11,00 ml HCI
(5.2.11.) i miareczkowaé nadmiar standardowe-
go roztworu jodu standardowym roztworem
tiosiarczanu sodu (5.2.15.), uzywajac roztworu
skrobi (5.2.13.) jako wskaznika. 1 ml roztworu

5.2.19.

jodu (5.2.14.) jest réwnowaznikiem 1,5 mg for-
maldehydu.

Standardowy rozcienczony roztwor formalde-
hydu

Rozcienczy¢ bazowy roztwér do 1/100 jego po-
czatkowego stezenia w fazie ruchomej (5.2.16.).
1 mltego roztworu zawiera okoto 37 mg formal-
dehydu. Obliczy¢ jego doktadng zawartos¢.

5.3. Aparatura

5.3.1.
5.3.2.
5.3.3.

5.3.4.

5.3.5.

5.3.6.
5.3.7.
5.3.8.

Standardowe wyposazenie laboratoryjne

Pompa HPLC o podawaniu niepulsacyjnym

Niskocisnieniowa pompa o podawaniu niepulsa-

cyjnym dla odczynnika (lub druga pompa HPLC)

Zawor zastrzykowy do wprowadzania probki

z petla 10 pl

Reaktor mieszaniny schodzacej z kolumny (,,po

kolumnie”) z nastepujacymi elementami:

a) jedna 1-litrowa kolba trojszyjna,

b) jeden ptaszcz grzewczy dla kolby 1 litrowej,

c¢) dwie kolumny Vigreux o minimum 10 pétkach
z dwoma ptaszczami chtodzonymi powietrzem,

d) rurka ze stali kwasoodpornej (dla wymiennika
ciepta) 1,6 mm, wewnetrzna $rednica
0,23 mm, dtugosé 400 mm,

e) rurka teflonowa 1,6 mm, wewnetrzna $rednica
0,30 mm, dtugos$é 5 m (splot francuski) (zob.
zat. 1),

f) jeden tacznik T-ksztattny bez martwej objeto-
sci (Valco lub réwnowazny),

g) trzy taczniki bez martwej objetosci lub jeden
modut ,po kolumnie” Applied Biosystems
PCRS 520 lub réwnowazny uzupetniony o 1 ml
reaktor

Filtr membranowy o srednicy porow 0,45 um.
tadunek filtru SEP-PAK lub réwnowazny
Kolumny przygotowane fabrycznie:

a) Bischoff hypersil RP (typ NC, odnosnik C 25,
46 1805) (5 um, dtugos$é = 250 mm, s$rednica
wewnetrzna = 4,6 mm),

b) lub Dupont, Zorbax ODS (5 um, dtugosé
250 mm, srednica wewnetrzna = 4,6 mm),

c) lub Phase SEP, spherisorb ODS (5 um, dtugos¢
250 mm, srednica wewnetrzna = 4,6 mm).

5.3. 9. Kolumna wstepna

5.3.10.

5.3.11.

Bischoff K, hypersil RP 18 (odnosnik K1G
6301 1805) (5 um, dtugosé¢ 10 mm, lub réwno-
wazny).

Kolumna i kolumna wstepna sg potaczone ukta-
dem Ecotube (odnosnik A 150 20508 Bischoff)
lub rownowaznym.

Aparature (5.3.5.) ztozy¢ tak, jak pokazano na
schemacie blokowym (rys.6).

Potaczenia te po zastrzykowym zaworze wpro-
wadzajagcym muszg byé mozliwie najkrotsze.
W tym przypadku rurka ze stali kwasoodpornej
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miedzy wylotem reaktora i wlotem detektora
jest przeznaczona do schtodzenia mieszaniny
przed detekcjg i temperatura w detektorze jest

wode, aby uniknaé rekrystalizacji. Wszystkie
roztwory muszg by¢ wstrzykiwane bezposred-
nio po przygotowaniu.

nieznana, lecz stata. 5.4.3. Warunki chromatograficzne:
5.3.12. Detektor UV i promieniowania widzialnego
5.3.13. Rejestrator

5.3.14. Wiréwka

5.3.15. taznia ultradzwiekowa (ptuczka wibracyjna)

a) szybkos¢ przeptywu fazy ruchomej: 1 ml/min,
b) szybkos$é przeptywu odczynnika: 0,5 ml/min,

c) catkowita szybkos$é przeptywu przy wylocie
z detektora: 1,5 ml/min,

5.3.16. Mieszadto wibracyjne (Vortex lub rownowazne) d) wstrzykiwana objetosé: 10 ul,

5.4. Procedura e) temperatura eluowania: w przypadku trudno-
sci w rozdziale nalezy zanurzy¢ kolumne
w tazni lodowo-wodnej i poczekaé¢ 15-20 mi-

nut na ustabilizowanie sie temperatury,

5.4.1. Krzywa kalibracyjna

Tworzy sie jg przez wykreslenie wysokosci pikdw
jako funkcji stezenia rozcienczonego standardo-
wego roztworu formaldehydu. Przygotowaé
standardowe roztwory przez rozciehczenie roz-
tworu odniesienia formaldehydu (5.2.19.) faza
ruchoma (5.2.16.):

a) 1,00 ml roztworu (5.2.19.) rozcienczone do
20,00 ml (okoto 185 pg/100 ml),

b) 2,00 ml roztworu (5.2.19.) rozcienczone do
20,00 ml (okoto 370 pug/100 ml),

c) 5,00 ml roztworu (5.2.19.) rozcienczone do
25,00 ml (okoto 740 pg/100 ml),

d) 5,00 ml roztworu (5.2.19.) rozcienczone do
20,00 ml (okoto 925 pug/100 ml).

Te roztwory standardowe moga byé przechowy-

wane w ciggu jednej godziny w temperaturze la-

boratorium i muszg by¢ swiezo przygotowane.

Krzywa kalibracyjna ma wtasciwy przebieg linio- o

wy dla stezen pomiedzy 1,00 i 15,00 ug/ml. zawartosc formal- Cx10%x100 Cx10*%
. , dehydu w % (m/m) = =

5.4.2. Przygotowanie probek m m

f) temperatura reakcji po kolumnie: 100°C,
g) detekcja: 420 nm

Caty uktad chromatograficzny tacznie z reakto-
rem po kolumnie musi by¢ przeptukany woda po
uzyciu (5.2.1.) . Jesli uktad nie jest uzywany dtu-
zej niz w ciggu dwdch dni, to po ptukaniu woda
nalezy uktad przeptuka¢ metanolem (5.2.7.).
Przed ponownym kondycjonowaniem nalezy
uktad przeptukaé¢ woda, aby unikngé krystalizacji.

5.5. Obliczenia
Emulsje: (5.4.2.1.):

zawartosé formal-

1076 x 1 104
dehyduw%(m/m):CX 0°x 00=Cx 0

5m bm

Ptyny, szampony:

5.4.2.1. Emulsje (kremy, bazy do makijazu, tusze do
oczu)

gdzie:
m — masa analizowanej probki w g (5.4.2.1),
C — stezenie formaldehydu w mg/100 ml odczy-

W 100 ml kolbie z korkiem zwazyé z doktadno- alde Wl
tane z krzywej kalibracyjnej (5.4.1.).

$cig do 0,001 g ilos¢ probki analitycznej (m. g)
odpowiadajaca przewidywanej ilosci
100 pg formaldehydu. Dodaé 20,00 ml dichlo-
rometanu (5.2.8.) i 20,00 ml kwasu solnego
(5.2.12.) doktadnie odmierzonych. Mieszac¢
mieszadtem wibracyjnym (5.3.16.) i w ptuczce
wibracyjnej (5.3.15.). Rozdzieli¢ dwie fazy przez
wirowanie 3.000 g" w ciggu 2 minut). W mie-
dzyczasie przeptukaé tadunek filtru (5.3.7.) 2 ml
metanolu (5.2.7.), nastepnie kondycjonowac¢
go 5 ml wody (5.2.1.). Przepusci¢ 4 ml fazy
wodnej ekstraktu przez kondycjonowany tadu-
nek filtru, odrzucié¢ pierwsze 2 ml i zachowaé
nastepna frakcje.

5.4.2.2. Ptyny, szampony

5.6. Powtarzalnosé.

Dla zawartosci formaldehydu 0,05 % rdéznica po-
miedzy wynikami dwoéch réwnolegtych oznaczen
wykonanych dla tej samej probki nie powinna
przekracza¢ 0,001%.

Dla zawartosci formaldehydu 0,2 % réznica pomie-
dzy wynikami dwoéch réwnolegtych oznaczen wy-
konanych dla tej samej prébki nie powinna prze-
kraczaé¢ 0,005 %.

INSTRUKCJA WYKONANIA ,,SPLOTU
FRANCUSKIEGO”

Wymagane przybor

W 100 ml kolbie z korkiem zwazy¢ z doktadno- ymag praynory
$cig do 0,001 g prébke analityczng (m. g) w ilo-
$ci odpowiadajacej przewidywanej ilosci okoto
500 pg formaldehydu. Uzupetnié do 100 ml fa-
zg ruchoma (5.2.16.). Przesagczy¢ roztwor przez
filtr (5.3.6.) i wstrzykna¢ lub przepuscic¢ przez ta-
dunek filtru (5.3.7.) kondycjonowany tak jak po-
przednio (5.4.2.1.). Przed ponownym kondycjo-
nowaniem uktadu nalezy przepusci¢ przez filtr

a) Jedna drewniana szpula o $rednicy zewnetrznej
5 cm z otworem o $rednicy 1,5 cm przechodzacym
przez srodek. Umiesci¢ cztery stalowe gwozdzie
(jak pokazano narys. 1i2). Odlegto$¢ miedzy dwo-
ma gwozdziami musi wynosi¢ 1,8 cm, a gwozdzia
od otworu 0,5 cm (rys. 2).

b) Jedna sztywna igta ( w formie rozwidlonego haczy-
ka) dla zaczepienia rurki teflonowe;.
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c¢) Rurka teflonowa dtugosci 5 m o srednicy zewnetrz-
nej 1,6 mm i $rednicy wewnetrznej 0,3 mm.

PROCEDURA

Dla rozpoczecia ,splotu francuskiego” nalezy prze-
prowadzi¢ rurke teflonowa od goéry do dotu przez
otwor szpuli (pozostawiajgc okoto 10 cm rurki wystaja- ]
cej z dolnego konca szpuli, aby umozliwi¢ tworzenie Rys. 4. Druga rurka. Aby wykona¢ ,,oczko”,

tancucha podczas procesu wykonywania splotu); na- podnies¢ dolng rurke (linia ciggta) powyzej
stepnie nawingé rurke na gwozdzie, jak pokazano na drugiej rurki — linia przerywana

rys.3. Goéra i doét splotu francuskiego beda chronione
metalowymi pierscieniami i srubami, nalezy uwazac,
aby nie zgnies¢ rurki teflonowej podczas zaciskania
splotu. Nawing¢ rurke na okoto kazdego gwozdzia po
raz drugi i zrobi¢ ,oczka” nastepujgco: podniesé¢ doing
rurke nad gérng z pomoca haczyka (patrz rys.4). Powté-
rzyé te czynnosci z kazdym gwozdziem w kolejnosci
(1, 2, 3, 4 w kierunku przeciwnym do kierunku wskazo6-
wek zegara) do momentu uzyskania 5 m lub wymaga-
nej dtugosci splotu. Rys. b.

Pozostawié okoto 10 cm rurki na zakonczenie tan- Rys. 6:
cucha. Przewlec rurke przez kazda z czterech petli 53
i przeciggnaé delikatnie w celu zamkniecia kohca tan- e
cucha.

10 cm

-.-—-‘”—M
5c¢m

Eluent Odczynniki
Rys. 1. Schematyczny rysunek szpuli

1. Pompa HPLC

2. Zawor zastrzykowy do wprowadzania probki
3. Kolumna z kolumng wstepna

4. Pompa dla odczynnika

5. tacznik T(vortex)

5'. tacznik T-ksztattny bez martwej objetosci
6-6'. Potaczenie bez martwej objetosci

7. Splot francuski

7'. Reaktor

8. Trojszyjna kolba z wrzacg woda

9. Ptaszcz grzewczy dla kolby

10. Chtodnica

11. Rurka wymiennika ciepta ze stali kwasoodpornej

12. Detektor w zakresie promieniowania UV i widzial-
nego

Rys. 3. Pierwsza rurka 13. Zestaw po kolumnie PCRS-520
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ll. Identyfikowanie
i potilosciowe oznaczanie wybranych barwnikéw utleniajacych w farbach do wtoséw

1.Cel i zakres

Metoda jest odpowiednia do identyfikowania i pétilosSciowego oznaczania nastepujacych substancji w far-
bach do wtoséw w postaci kremu lub ptynu:

Substancje Symbol
Fenylenodiaminy
o-fenylenodiamina (OPD)
m-fenylenodiamina (MPD)
p-fenylenodiamina (Aneks V Dyrektywy Kosmetycznej) (PPD)
Metylofenylenodiaminy
4-metylo-1,2-fenylenodiamina (3,4-diaminotoluen) (OTD)
4-metylo-1,3-fenylenodiamina (2,4-diaminotoluen) (MTD)
2-metylo-1,4-fenylenodiamina (2,5-diaminotoluen) (PTD)
Diaminofenole
2,4-diaminofenol (DAP)
Hydrochinon
1,4-benzenodiol (H)
a-naftol (a-N)
Pirogallol
1,2,3-trihydroksybenzen (P)
Rezorcyna
1,3-dihydroksybenzen R

2. Zasada

Barwniki utleniajace ekstrahuje sie z farb w postaci
kremu lub ptynu 96% etanolem przy pH 10 i identy-
fikuje metoda chromatografii cienkowarstwowej,
jedno- i dwukierunkowej. Dla pdtilosciowego ozna-
czania tych substancji chromatogramy probek otrzy-
mane z pomocg czterech uktadéw rozwijajacych sa
poréwnywalne z chromatogramami substancji od-
niesienia otrzymanymi w tym samym czasie i w wa-

runkach tak podobnych, jak jest to mozliwe.

3.14.

3.0dczynniki 3.15.
Wszystkie odczynniki powinny by¢ czystosci anali- 3.16.
tycznej 3.17.

3.1. Bezwodny etanol 3.18.

3.2. Aceton 3.19.

3.3. Etanol, 96% (v/v) 3.20.

3.4. Roztwor amoniaku, 25% (d,20 = 0,91)

3.5. Kwas L(+)askorbinowy

3.6. Chloroform

3.7. Cykloheksan 3.21.

3.8. Azot techniczny

3.9. Toluen

3.10. Benzen

3.11. n-Butanol

3.12. Butan-2-ol

3.13. Kwas podfosforawy, roztwor 50% (v/v)

Odczynniki do diazowania, jeden z dwéch do wy-
boru:

a) chlorobenzenosulfonian 3-nitrobenzenodiazo-
niowy (stabilizowany w postaci soli), taki jak
odczynnik Red 2 NJ Francolor,

b) 2-naftalenosulfonian 2-chloro-4-nitrobenzeno-
diazoniowy (stabilizowany w postaci soli ), ta-
ki jak odczynnik NNCD Reagent Nr 74150 Fluka
lub rownowazny.

Azotan srebra

Aldehyd p.-dimetyloaminobenzoesowy
2,5-Dimetylofenol

Chlorek zelaza szesciowodny

Kwas solny, roztwér 10% m/v
Substancje odniesienia.

Substancje odniesienia przedstawiono w uste-
pie 1 ,Celizakres”. W przypadku zwigzkéw ami-
nowych, substancjg odniesienia moga by¢ chlo-
rowodorek (mono- lub di-) lub wolna zasada.

Roztwory odniesienia 0,5% (m/v).

Przygotowuje sie 0,5% (m/v) roztwory wszystkich
substancji odniesienia podanych w punkcie 3.20.
Odwazy¢ 50 mg +1 mg substancji odniesienia
w 10 ml kolbie miarowej. Dodaé¢ 5 ml 96% etano-
lu (3.3.), 250 mg kwasu askorbinowego (3.5) i wy-
mieszadé. Zalkalizowaé, dodajac roztwér amoniaku
(3.4.) do uzyskania wyraznego odczynu o pH 10
(zbada¢ papierkiem wskaznikowym). Uzupetnié
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96% etanolem (3.3.) do 10 ml i wymieszaé¢. Roz-
twory mozna przechowywaé¢ w ciggu tygodnia
w chtodnym miejscu bez dostepu $wiattfa.
W pewnych przypadkach, po dodaniu kwasu
askorbinowego i amoniaku, moze wytrgcac¢ sie
osad. Nalezy wowczas pozwolié¢ na jego osadze-
nie przed zastosowaniem.

3.22. Rozpuszczalniki rozwijajace.
3.22.1. Aceton-chloroform-toluen (35:25:40 obj.)

3.22.2. Chloform-cykloheksan-etanol absolutny — 25%
amoniak (80:10:10 :1obj.)

3.22.3. Benzen-butan-2-ol — woda (50:25:25 obj.)
Wytrzgsacé dobrze i stosowac goérng faze po roz-

dzieleniu w temperaturze pokojowej (20 do
25°C).

3.22.4. n-Butanol-chloroform —
(7:70:23 obj.)

Rozdzielaé¢ starannie w temperaturze pokojowej
(20 do 25°C i stosowac¢ dolng faze.

odczynnik M

Przygotowanie odczynnika M:

25% (v/v) roztwdr amoniaku 24 objetosci
50% kwas podfosforawy (3.13.) 1 objetosé
woda 75 objetosci

Rozpuszczalniki rozwijajgce zawierajgce amo-
niak nalezy dobrze wytrzagsaé bezposrednio
przed uzyciem.

3.23. Rozpylane roztwory wywotujace
3.23.1. Odczynnik do diazowania

Przygotowaé 5% (m/v) wodny roztwor wybra-
nego odczynnika (3.14). Roztwér ten nalezy
przygotowac bezposrednio przed uzyciem.

3.23.2. Odczynnik Ehrlicha

Rozpuscié¢ 2 g aldehydu p.-dimetyloaminoben-
zoesowego (3.16.). w 100 ml 10% (m/v) wodne-
go roztworu kwasu solnego (3.19.).

3.23.3. 2,5-dimetylofenol — szesciowodny chlorek ze-
laza

Roztwor 1: Rozpusci¢ 1 g dimetylofenolu (3.17.)
w 100 ml 96% etanolu (3.3.)

Roztwor 2: Rozpusci¢ 4 g szesciowodnego
chlorku zelaza (3.18.) w 100 ml 96% etanolu
(3.3.)

Do wywotywania nalezy te roztwory rozpylaé¢
oddzielnie, najpierw roztwér 1, nastepnie roz-
twor 2.

3.23.4. Amoniakalny azotan srebra

Do 5%(m/v) wodnego roztworu azotanu srebra
(3.15.) dodaje sie 256% amoniak az do rozpusz-
czenia osadu. Odczynnik ten musi by¢ przygo-
towany bezposrednio przed uzyciem. Nie nale-
zy go przechowywac.

4. Aparatura

4.1. Standardowe wyposazenie laboratoryjne do chro-
matografii cienkowarstwowej.

4.1.1. Ostona z tworzywa lub szklana tak skonstru-
owana, aby azot moégt optywac ptytke chroma-
tograficzng podczas nanoszenia kropli prébek
i suszenia. Ostrozno$é ta jest konieczna ze
wzgledu na podatno$é¢ pewnych barwnikéw na
utlenianie.

4.1.2. Mikrostrzykawka 10 pl, kalibrowana z podziatka-
mi 0,2 ul, z okragto zakonczong igta lub lepiej
50 ul wielokrotny dozownik, zmontowany na
statywie srubowym w taki sposoéb, ze ptytka mo-

ze by¢ utrzymywana w atmosferze azotu.

. Cienkowarstwowe ptytki krzemionkowe gotowe
do stosowania, o grubosci 0,25 mm, o wymia-
rach 20 x 20 cm (firmy Macherey and Nagel, Sili-
ca G-HR, ktére majg podtoze tworzywowe lub
rownowazne).

4.2. Wiréwka 4 000 obrotow/minute

4.3. Probowki do wirdwki, 10 ml z korkiem gwintowa-
nym pokryte PTFE lub réwnowazne.

5. Procedura
5.1 Przygotowanie prébek

Odrzucaé pierwsze 2 lub 3 cm kremu wycisnietego
z tuby. Umiescié nastepujace materiaty w probow-
ce wirdwki (4.3.) uprzednio przeptukanej azotem;
300 mg kwasu askrobinowego, z 3 g kremu lub
3 g homogenizowanego ptynu. Dodaé kroplami
25% amoniak (3.4.) do uzyskania pH 10.

Uzupetni¢ 96% etanolem (3.3.) do 10 ml. Homoge-
nizowaé¢ w atmosferze azotu (3.8.), zamknaé¢ i na-
stepnie wirowac przy 4 000 obrotéw/minute w cig-
gu 10 minut. Do analizy stosowa¢ ciecz znajdujaca
sig na gorze.

5.2. Chromatografia
5.2.1. Nanoszenie kropli na ptytki

W atmosferze azotu (3.8.) nanies¢ na ptytke
chromatograficzng (4.1.3.) po 1 ul wszystkich
opisanych powyzej roztworéw odniesienia
w dziewieciu punktach umieszczonych w odle-
gtosci po okoto 1,5 cm wzdtuz linii znajdujacej
sie $rednio 1,5 cm od krawedzi ptytki. Naniesie-
nia roztworéw odniesienia nalezy rozmiesci¢ na-

stepujaco:
1 2 3 4 5
R P PPD DAP
MTD o-N
6 7 8 9
PTD OPD OoTD MPD

Dodatkowo nanie$é w punktach 10 i 11 odpo-
wiednio po 2 ul prébek badanych roztworow
otrzymanych zgodnie z opisem w punkcie 5.1.
Utrzymywacé ptytke w atmosferze azotu az do
chwili, kiedy jest podana rozdziatowi chromato-
graficznemu.
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5.2.2.

5.2.3.

5.2.4.

Rozwijanie

Umiesci¢ ptytke w komorze uprzednio przeptuka-
nej azotem (3.8.) wysyconej jednym z czterech roz-
puszczalnikéw (3.22.) i pozostawié¢ do rozwijania
w temperaturze pokojowej (20 do 25°C, w ciemno-
$ci do chwili, kiedy czoto rozpuszczalnika osiggnie
wysokos¢ okoto 15 cm od linii bazowej.

Wyjaé ptytke z komory i suszyé w atmosferze
azotu (3.8.) w temperaturze pokojowej.

Spryskiwanie

Spryskaé ptytke bezzwtocznie jednym z czterech
rozpuszczalnikéw wymienionych w punkcie 3.23.

Identyfikowanie

Poréwnac wartosci Rf i barwy otrzymanych plam
z tymi otrzymanymi dla substancji odniesienia

5.2.5.

poddanych chromatograficznemu rozdziatowi.
Tab. | podaje przyktady wartosci Rf i barwy dla
kazdej substancji zaleznie od stosowanych roz-
puszczalnikdow i $srodkow wywotujacych. Po-
twierdzenie watpliwego identyfikowania mozna
czasem uzyskaé metoda wzorca wewnetrznego,
dodajac roztwér odpowiedniej substancji odnie-
sienia do ekstraktu proébki.

Ocena podtilosciowa

Porownaé wizualnie intensywnosé plam dla
kazdej substancji identyfikowanej w punkcie
5.2.4. z odpowiednim zakresem stezen substan-
cji odniesienia. Jesli stezenie jednej lub wiecej
substancji znalezionych w probce jest zbyt wy-
sokie, rozcienczyé ekstrakt prébki i powtdrzyé
pomiar.

Tab. I. Wartosci Rf i barwy otrzymane bezposrednio po spryskaniu

Rozpuszczalniki rozwijajgce Rozpylane roztwory rozwijajace
Substan-
cja od- wartosci RF otrzymane barwy
niesienia
Diazo Ehrlich Dimetylofenol AgNO
(3.20) |(3.22.1.(3.22.2.)(3.22.3.) | (3.22.4.) 1azowy ! mety 9%
(3.23.1.) (3.23.2.) (3.23.3.) (3.24.4.)
OPD 0,62 0,60 0,30 0,57 |bladobrgzowa | — — bladobrgzowa
MPD 0,40 0,60 0,47 0,48 |fioletowo-brazo-| z6tta bladobrgzowa | bladobrgzowa
wa(*)
PPD 0,20 0,50 0,30 0,48 |brazowa jasnoczerwo- | fioletowa(*) szara
na(*)
OTD 0,60 0,60 0,563 0,60 |brazowa(*) bladopoma- bladobrgzowa | szarawobra-
ranczowa zowa
MPD 0,40 0,67 0,45 0,60 |czerwonawo- |zotta brazowa czarna
-brgzowa(*)
PTD 0,33 0,65 0,37 0,70 |brazowa pomaranczowa | fioletowa(*) szara
DAP 0,07 — 0 0,05 |brazowa(*) pomaranczowa | fioletowa brazowa
H 0,50 0,35 0,80 0,20 |— pomaranczowa | fioletowa czarna(¥*)
a-N 0,90 0,80 0,90 0,75 | pomaranczowo-| — fioletowa(*) czarna
-brazowa
P 0,37 — 0,67 0,05 |brazowa bardzo blado- | bardzo blado- | brgzowa(¥*)
fioletowa brgzowa
R 0,50 0,37 0,80 0,17 |pomaranczo- |bladofioleto- |bardzo blado- |bladobrgzowa
wal(*) wa bragzowa
Uwaga

OPD jest tylko stabo widoczny; nalezy uzy¢ rozpuszczalnika(3.22.3), aby rozdzieli¢ go od OTD.

(*) Wskazuje najlepszg wywotang barwe.

6. Badanie metodag dwukierunkowej chroma-

tografii cienkowarstwowej

Procedura chromatografii dwukierunkowej wymaga
uzycia dodatkowych substancji standardowych i od-

czynnikow

6.1. Dodatkowe roztwory i substancje odniesienia

6.1.1.
6.1.2.
6.1.3.
6.1.4.
6.1.5.

B-naftol (B-N)

2-aminofenol (OAP)
3-aminofenol (MAP)
4-aminofenol (PAP)
2-nitro-1,4-fenylenodiamina (2-NPPD)
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6.1.6. 4-nitro-1,2-fenylenodiamina (4-NOPD)

Przygotowaé 0,5% (m/v) roztwordw wszystkich
dodatkowych substancji odniesienia jak opisano

$ci w pierwszym kierunku elucji (rys. 1). Eluowaé
do chwili, kiedy czoto rozpuszczalnika osiggnie li-
nie zaznaczong na ptytce (okoto 13 cm).

w punkcie 3.21. 6.4.6. Wyjac¢ ptytke z komory i umiesci¢ ja w komorze

6.2. Dodatkowy rozpuszczalnik rozwijajacy

6.2.1. Octan etylu-cykloheksan-25% roztwér amoniaku
(65:30:0,5 obj.)

chromatograficznej przeptukanej uprzednio azo-
tem przez co najmniej 60 minut, aby odparowacé
rozpuszczalnik eluujacy.

6.4.7. Za pomoca kalibrowanej probéwki wprowadzié¢

6.3. Dodatkowy uktad wywotujacy

Umiescié szklane naczynie w komorze do chroma-
tografii cienkowarstwowej, dodaé okoto 2 g krysz-
tatéw jodu i zamknaé komore odpowiednig po-
krywka.

6.4. Chromatografia

6.4.1. Narysowac¢ dwie linie (rys. 1) na powierzchni ad-
sorbenta ptytki cienkowarstwowej (4.1.3.).

odpowiedniag ilo$¢ rozpuszczalnika eluujacego
(6.2.) do komory przeptukanej azotem (3.8.),
umiesci¢ ptytke obrocong o 90° w komorze
(6.4.6.), wprowadzi¢ rozdziat chromatograficzny
w drugim kierunku (réwniez w ciemnosci) do
chwili, kiedy czoto rozpuszczalnika osiggnie linie
narysowang na powierzchni adsorbenta. Wyjaé
ptytke z komory i odparowac rozpuszczalnik elu-
ujacy na powietrzu.

6.4.2. W atmosferze azotu (411) nanies¢ 1do 4 l.ll eks- 6.4.8. Umiescié pfytke w komorze Chromatograficznej

traktu (5.1.) w punkcie bazowym 1 (rys. 1), ktéry
znajduje sie w odlegtosci 2 cm od obu krawedzi.
llos¢ naniesionego ekstraktu zalezy od intensyw-
nosci plam na chromatogramach (5.2).

6.4.3. Miedzy punktami 2 i 3 rozdziela¢ (rys. 1) barwni-
ki utleniajace zidentyfikowane lub uwazane za zi-
dentyfikowane przez rozdziat chromatograficzny
(5.2.) (odlegtos¢ miedzy punktami wynosi
1,5 cm). Nanosi¢ po 2 pl wszystkich roztworéw
odniesienia, z wyjatkiem DAP, ktéry trzeba na-
niesé¢ w ilosci 6 pl. Dziatania prowadzi¢ w atmos-

wysyconej parami jodu (6.3.) na 10 minut i inter-
pretowaé dwukierunkowy chromatogram korzy-
stajgc z wartosci Rf i walorow barwy substancji
odniesienia rozdzielanych chromatograficznie
w tym samym czasie (tab. Il stanowi przewodnik
po wartosci Rf i walorach barw).

Uwaga. Dla otrzymania maksymalnego wybar-
wienia plam nalezy pozostawi¢ chromatogram
wystawiony na dziatanie powietrza w ciggu po6t
godziny po rozwinieciu.

ferze azotu (6.4.2.). 6.4.9. Obecnosé barwnikéw utleniajgcych stwierdzo-

6.4.4. Powtérzyé operacje z punktu 6.4.3. w punktach
bazowych 45 (rys. 1) i utrzymywac ptytke w at-
mosferze azotu az do chwili rozpoczecia rozdzia-
tu chromatograficznego (odlegto$s¢ miedzy
punktami wynosi 1,5 cm).

6.4.5. Przeptukaé komore chromatograficzng azotem
(3.8.) i umiesci¢ w niej odpowiednig ilos¢ roz-
puszczalnika rozwijajgcego (3.22.2). Umiesci¢
ptytke (6.4.4.) w komorze i rozwija¢ ja w ciemno-

ng w punkcie 6.4.8. mozna wyraznie potwier-
dzi¢ przez powtdrzenie operacji opisanych
w punktach 6.4.1. do 6.4.8. i dodanie w 1 punk-
cie bazowym do ilosci ekstraktu podanej
w punkcie 6.4.2. 1 ul substancji odniesienia zi-
dentyfikowanej w punkcie 6.4.8. Jesli nie zosta-
nie znaleziona dodatkowa plama w poréwnia-
niu z chromatogramem otrzymanym wedtug
punktu 6.4.8., interpretacja chromatogramu
z punktu 6.4.8. jest prawidtowa.

Tab. Il. Barwa substancji odniesienia po procesie
chromatografii i wywotaniu parami jodu

Substancja Barwa po wywotaniu
odniesienia parami jodu
R bezowa
P brazowa
alfa-N fioletowa
beta-N bladobrazowa
H fioletowo-brgzowa
MPD z6ttawobragzowa
PPD fioletowo-brgzowa
MTD ciemnobrazowa
PTD z6ttawobrgzowa
DAP ciemnobrgzowa
OAP pomaranczowa
MAP z6ttawobrgzowa
PAP fioletowo-bragzowa
2-NPPD bragzowa
4-NOPD pomaranczowa
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lil. Identyfikacja i oznaczanie kwasu szczawiowego i jego soli alkalicznych w srodkach do pielegnacji wiosow

1.Cel i zakres metody 4.5. eter dietylowy,
Opisana ponizej metoda jest odpowiednia do iden- 4.6. 6—8% (m/m) roztwér dichlorowodorku p-toluidy-
tyfikacji i oznaczania kwasu szczawiowegdo i jego so- ny,
li al_kalicz,nych w $rodkach do pielegnacji wiosow. 47 01 N roztwér nadmanganianu potasu,
Moze byé ona stosowana dla bezbarwnych wod- o .
nych/alkoholowych roztworéw i ptynéw, ktére za- 4-8- 20% (m/m) kwas siarkowy,
wierajg okofo 5% kwasu szczawiowego lub réwno- 4.9. 10% (m/m) kwas chlorowodorowy,
wazpqlllc.)sc alkalicznych szczawianow. 4.10. tréjwodny octan sodu,
: Defm'c]’? _ ) ) 4.11. kwas octowy lodowaty,
Z_awartosc kwasu szczawiowego lub jego soli aII_<a- 4.12. kwas siarkowy (1:1),
licznych oznaczona wedtug tej metody jest wyrazo- )
na jako zawartoé¢ w procentach masowych 4.13. nasycony roztwor wodorotlenku baru.

m/m wolnego kwasu szczawiowego w probce.
.Zasady

Po usunieciu wszystkich obecnych anionowych
srodkéw powierzchniowo czynnych chlorowodor-

5. Aparatura

5.1.

rozdzielacze 500 ml

5.2. zlewki 50 i 600 ml

kiem p-toluidyny, kwas szczawiowy i/lub szczawiany 5.3. tygle zfiltrem szklanym G-4
wytrgcane sg jako szczawian wapnia, po czym roz- 5.4. cylindry miarowe 25i 100 ml
twor jest przesaczany. Osad jest rozpuszczany 55 pipety 10 ml
w kwasie siarkowym i miareczkowany roztworem
nadmanganianu potasu. 5.6. kolby ssawkowe 500 ml
.Odczynniki 5.7. prézniowa pompa wodna (smoczek parowy)
Wszystkie odczynniki powinny byé czystosci anali- 9-8- termometr o zakresie skali 0—100°C
tycznej 5.9. mieszadto magnetyczne z elementem grzewczym

4.1. 5% (m/m) roztwdr octanu amonu, 5.10. prety magnetyczne pokryte teflonem
5.11. biureta 25 ml
5.12. kolby stozkowe 250 ml.

6. Procedura

4.2. 10% (m/m) roztwoér chlorku wapnia,
4.3. 95% (v/v) etanol,
4.4, czterochlorek wegla,
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6.1. Odwazy¢ 6—7 g probki do zlewki o pojemnosci
50 ml, doprowadzi¢ do pH 3 rozcienczonym kwa-
sem chlorowodorowym (4.9) i myé w rozdzielaczu
100 ml wody destylowanej. Dodawaé stopniowo
25 ml etanolu (4.3), 25 ml roztworu dichlorowodor-
ku p-toluidyny (4.6) i 25 do 30 ml czterochlorku we-
gla (4.4) i energicznie wytrzagsa¢ mieszanine.

6.2. Po rozdzieleniu faz usungé dolng (organiczng) faze,
powtorzyé ekstrakcje, uzywajac reagentow poda-
nych w punkcie 6.1. i znowu usunac¢ faze organicz-
na.

Przela¢ wodny roztwor do zlewki o pojemnosci
600 ml i usunacé obecny jeszcze czterochlorek we-
gla przez ogrzewanie roztworu do wrzenia.

6.3.

6.4. Dodaé 50 ml roztworu octanu amonu (4.1), dopro-
wadzi¢ roztwoér do wrzenia (5.9) i wmiesza¢ 10 ml
goracego roztworu chlorku wapnia (4.2) do wrza-

cego roztworu; pozwoli¢ wytraci¢ sie osadowi.

6.5. Sprawdzié, czy wytracenie osadu jest catkowite,
dodajac kilka kropli roztworu chlorku wapnia (4.2),
pozostawi¢ do schtodzenia do temperatury poko-
jowej i nastepnie wmiesza¢ do 200 ml etanolu

(4.3); (5.10) pozostawié do odstania na 30 minut.

6.6. Przesgczy¢ ciecz przez tygiel z filtrem szklanym
(5.3), przenies¢ osad z matg iloscig goracej wody
(50 do 60°C) do tygla z filtrem szklanym i my¢ osad

zimng woda.

6.7. Przemy¢ osad pieé razy matg iloscig etanolu (4.3)
i potem pieé¢ razy mata iloscig eteru etylowego
(4.5) i rozpuscié osad w 50 ml goragcego kwasu siar-
kowego (4.8) przez przecigganie tego ostatniego
przez szklany filtr tygla pod zmniejszonym cisnie-

niem.

6.8. Przenie$é¢ roztwdr bez strat do kolby stozkowej
(5.1.1) i miareczkowaé roztworem nadmangania-
nu potasu (4.7) az do wystgpienia jasnor6zowego
zabarwienia.

7. Obliczenia

Zawartos$¢ kwasu szczawiowego w probce wyrazong
jako procent masowy oblicza sie z wzoru:

A x 4.50179 x 100
E x 1000

% kwasu szczawiowego =

w ktérym:

A oznacza zuzyty 0.1N roztwdor nadmanganianu potasu
zmierzony zgodnie z p. 6.8,

E oznacza mase prébki analitycznej wyrazong w gra-
mach (6.1),

4.50179 oznacza wspotczynnik przeliczeniowy kwasu
szczawiowego.

8. Powtarzalnosé

Dla zawartosci kwasu szczawiowego wynoszacej
okoto 5% réznica pomiedzy wynikami z dwdch réw-
nolegle prowadzonych analiz na tej samej probce
nie powinna przekracza¢ wartosci bezwzglednej
0,15%.

9.ldentyfikowanie
9.1. Zasady

Kwas szczawiowy i/lub szczawiany wytrgcane sa
w postaci szczawianu wapnia i rozpuszczane w kwa-
sie siarkowym. Do roztworu dodaje sie niewielka
ilo§¢ roztworu nadmanganianu potasu, ktéry od-
barwia sie i powoduje tworzenie sie dwutlenku we-
gla. Kiedy powstaty dwutlenek wegla przechodzi
przez roztwor wodorotlenku baru, tworzy sie biaty
osad (zmetnienie) weglanu baru.

9.2. Procedura

9.2.1. Podda¢ probke przeznaczong do analizy dziata-
niu opisanemu w punktach od 6.1. do 6.3.; usu-
nie ono kazdy obecny $rodek powierzchniowo
czynny.

9.2.2. Dodaé na czubku topatki octanu sodu (4.10) do
okoto 10 ml roztworu otrzymanego zgodnie
z p. 9.2.1. i zakwasi¢ roztwor kilkoma kroplami

kwasu octowego lodowatego (4.11).

9.2.3. Doda¢ 10% roztwodr chlorku wapnia (4.2) i prze-
sgczyé. Rozpuscié osad szczawianu wapnia

w 2 ml kwasu siarkowego (1:1) (4.12).

9.2.4. Przenies$é roztwor do probowki i dodaé kroplami
okoto 0,5 ml 0.1N roztworu nadmanganianu po-
tasu (4.7) i przesaczyé. Jezeli szczawian jest
obecny, roztwar traci kolor najpierw stopniowo,

pdzniej gwattownie.

9.2.5. Bezposrednio po dodaniu nadmanganianu pota-
su umiesci¢ odpowiednig szklang rurke z kor-
kiem nad probdéwka, ogrzewaé lekko zawartosé
i zbiera¢ powstajgcy dwutlenek wegla w nasyco-
nym roztworze wodorotlenku baru (4.13). Poja-
wienie sie po trzech do pieciu minutach mleczne-
go zmetnienia weglanu baru swiadczy o obecno-

sci kwasu szczawiowego.

IV. Oznaczanie chloroformu w pascie do zebow

1. Cel i zakres metody

Metoda ta jest stosowana do oznaczania chlorofor-
mu w pascie do zebow za pomoca chromatografii
gazowej. Metoda ta jest odpowiednia do oznaczania
chloroformu na poziomie 5% lub ponizej.

2. Definicja

Zawarto$¢ chloroformu oznaczona ta3 metoda jest
wyrazona jako procent masowy w wyrobie.

3.Zasady

Otrzymuje sie zawiesing pasty do zeboéw w miesza-
ninie dimetyloformamidu/metanolu, do ktérej doda-
je sie znang ilosé acetonitrylu jako standard we-
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whnetrzny. Po odwirowaniu proby faza ciekta jest
analizowana metoda chromatografii gazowej i obli-
czana jest zawartos$é chloroformu.

4. Odczynniki
Wszystkie odczynniki powinny by¢ czystosci anali-
tycznej.

4.1. Porapak Q, Chromosorb 101 lub réwnowazny,

80 do 100 mesh

4.2. Acetonitryl

4.3. Chloroform

4.4. Dimetyloformamid

4.5. Metanol

4.6. Roztwor standardu wewnetrznego.

Do 50 ml kolbki miarowej doda¢ pipeta 5 ml dime-
tyloformamidu (4.4.) i dodaé¢ okoto 300 mg (Mmg)
acetonitrylu, doktadnie odwazonego. Uzupetnié
do kreski dimetyloformamidem i wymieszad.

4.7. Roztwér do oznaczania wzglednego wspétczynni-
ka odpowiedzi. Do 10 ml kolbki miarowej doda¢
pipeta doktadnie 5 ml roztworu wewnetrznego
standardu (4.6.) i doda¢ okoto 300 mg (M;mg)
chloroformu, doktadnie odwazonego. Uzupetnié¢
do kreski dimetyloformamidem i wymieszac.

b. Aparatura i wyposazenie

5.1. Waga analityczna

5.2. Chromatograf gazowy z detektorem ptomieniowo-
-jonizacyjnym

5.3. Mikrostrzykawka pojemnosci 5 do 10 pl i kalibracji

co 0,1 pl

5.4. Pipety ze zbiornikiem gruszkowym pojemnosci

1, 4i5ml
5.5. Kolby miarowe 10 i 50 ml

5.6. Probowki, okoto 20 ml, z nakretka, Sovirel France

nr 20 lub réwnowazne. Nakretka ma wewnetrzng
ptytke uszczelniajgca, pokryta z jednej strony teflo-
nem

5.7. Wirdéwka.
6. Procedura

6.1. Odpowiednie warunki chromatografii gazowej

6.1.1. Materiat kolumny: szkto
dtugosé: 150 cm
srednica wewnetrzna: 4 mm
srednica zewnetrzna: 6 mm

. Wypetnié¢ kolumne wypetnieniem Porapak Q,
Chromosorb 101 lub réwnowaznym 80 do
100 mesh (4.1.) z pomoca wibratora.

6.1.3. Detektor ptomieniowo-jonizacyjny: nalezy nasta-
wié jego czutos$é tak, aby przy wprowadzeniu
3 pl roztworu wedtug 4.7 wysokosé piku aceto-
nitrylu wynosita okoto trzech czwartych petnego

zakresu wysokosci piku.

6.1.4. Gazy:
Nosnik azot, szybkos¢ przeptywu 65 ml/min

Pomocniczy: nastawié przeptyw gazéw do detek-
tora tak, aby przeptyw powietrza lub tlenu byt
pie¢ do dziesigeciu razy wigkszy niz wodoru.

6.1.5. Temperatury:
dozownik: 210°C
detektor: 210°C
piec kolumny: 175°C
6.1.6. Szybkos$¢ przesuwu papieru: okoto 100 cm na go-
dzine.

6.2. Przygotowanie probki

Pobra¢ prébke do analizy z nieotwieranej tubki.
Usuna¢ jedna trzecig zawartosci, zatozyé z powro-
tem nakretke na tube, wymieszaé starannie w tubie
i nastepnie pobraé probke analityczna.

6.3. Oznaczenie

6.3.1. Do probowki z nakretkg (5.6.) odwazyé 6 do
7 g (Mog) z doktadnoscig do 10 mg pasty do ze-
boéw, przygotowanej zgodnie z punktem 6.2, i do-
daé trzy mate szklane ziarenka.

6.3.2. Do probowki doda¢ pipeta doktadnie 5 ml roz-
tworu wewnetrznego standardu (4.6.), 4 ml di-
metyloformamidu (4.4.) i 1 ml metanolu (4.5.),

zamkng¢ probdéwke i wymieszac.

6.3.3. Wytrzagsnaé¢ zamknietg probéwke w mechanicz-
nej wytrzgsarce w ciggu po6t godziny i odwirowaé
ja w ciggu 15 minut z takg szybkoscig, aby otrzy-
maé wyrazny rozdziat faz. Uwaga: czasami zda-
rza sie, ze faza ciekfa jest metna po wirowaniu.
Pewnga poprawe mozna uzyskaé przez: dodanie
1 do 2 g chlorku sodowego do fazy ciektej, pozo-

stawienie do odstania i ponowne odwirowanie.

6.3.4. Wprowadzié¢ do chromatografu 3 pl tego roztwo-
ru (6.3.3.) w warunkach opisanych w punkcie 6.1.
Powtorzyé te operacje w warunkach opisanych
powyzej, mozna podaé nastepujgce czasy reten-
cji jako wartosci orientacyjne:

Metanol $rednio 1 minuta
Acetonitryl srednio 2—5 minut
Chloroform $rednio 6 minut

Dimetyloformamid >15 minut

6.3.5. Oznaczenie wzglednego wspodfczynnika odpo-
wiedzi. Wprowadzié 3 ul roztworu (4.7.) dla ozna-
czenia tego wspotczynnika. Powtdrzyé operacje.
Oznaczyé wzgledny wspoétczynnik odpowiedzi
codziennie.

7.0bliczenia
7.1. Obliczenie wzglednej odpowiedzi

7.1.1. Zmierzy¢ wysokos¢ i szerokosé¢ w potowie wyso-
kosci pikéw acetonitrylu i chloroformu i obliczyé
powierzchnie obu pikow, zgodnie z wzorem: wy-
sokos¢ x szerokos$¢ w potowie wysokosci.

7.1.2. Oznaczy¢ powierzchnie pikéw acetonitrylu
i chloroformu w chromatogramie, otrzymanym
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zgodnie z punktem 6.3.5., i obliczy¢ wzgledna od-
powied? fs za pomoca nastepujacego wzoru:

AsxMi _Asx1/10M

fs = =
Ms x Ai Aix M,
w ktérym:

fs — wspodtczynnik wzglednej odpowie-
dzi dla chloroformu,

As — powierzchnia piku chloroformu
(6.3.5.),

Ai  — powierzchnia piku acetonitrylu
(6.3.5.),

Ms —ilo$é chloroformu w mg na 10 ml
roztworu omoéwionego w punkcie
6.3.5. (= M,),

Mi —ilo$¢ acetonitrylu w mg na 10 ml
roztworu oméwionego w punkcie
6.3.5. (= 1/10 M).

Obliczy¢ srednig z otrzymanych wynikow.
7.2. Obliczenie zawartosci chloroformu
7.2.1. Obliczy¢ zgodnie z punktem 7.1.1. powierzchnie
pikdw chloroformu i acetonitrylu na chromato-

gramie otrzymanym w procedurze opisanej
w punkcie 6.3.4.

7.2.2. Obliczyé¢ zawarto$é chloroformu w pascie do ze-

béw za pomoca nastepujacego wzoru:

As x Mi As x M
%X =———x100% =
fs x Mgy x Ai fs x Ai x M x 100
w ktérym:

%X — zawartos$é chloroformu w pascie do
zebéw wyrazona jako procent wa-
gOWyI

As — powierzchnia piku chloroformu
(6.3.5.),

Ai  — powierzchnia piku acetonitrylu
(6.3.5.),

Mgy —masa w mg probki omowionej
w punkcie 6.3.1. (=1 000 x M,),

Mi —ilo$¢ acetonitrylu w mg na 10 ml
roztworu otrzymanego zgodnie
z punktem 6.3.2. (=1/10 M).

Obliczy¢ érednia oznaczong zawartosé

i przedstawié wynik z doktadnoscig do 0,1%.

8. Powtarzalnosé

Dla zawartosci chloroformu wynoszacej okoto 3%
roznica miedzy wynikami dwoch réwnolegtych
oznaczen wykonanych dla tej samej prébki nie po-
winna przekroczy¢ bezwzglednej wartosci 0,3%.

V. Oznaczanie cynku

1.Cel i zakres metody

Metoda ta jest odpowiednia do oznaczania cynku
w kosmetykach, wystepujacego jako chlorek, siar-
czan lub 4-hydroksybenzenosulfonian lub jako pota-
czenie kilku z tych soli cynkowych.

2. Definicja

Zawartos$¢ cynku w prébce jest oznaczana grawime-
trycznie jako bis (tlenek 2-metylo-8-chinolilowy)
i wyrazana jako procent masowy cynku w prdébce.

3.Zasada

Cynk znajdujacy sie w roztworze jest w srodowisku
kwasnym wytrgcany jako bis (tlenek 2-metylo-8-chi-
nolilowo) cynkowy. Po odsaczeniu osad suszy sie
i wazy.

4. Odczynniki

Wszystkie odczynniki powinny by¢ czystosci anali-
tycznej.

4.1. 25% (m/m) stezony amoniak; d,20 = 0,91
4.2. Lodowaty kwas octowy

4.3. Octan amonu

4.4. 2-metylochinolin-8-ol

4.5. 6% (m/v) roztwor amoniaku.

Przenies¢ 240 g stezonego amoniaku (4.1.) do
1 000 ml kolby miarowej, uzupetnié¢ woda destylo-
wang do kreski i wymieszaé.

4.6. 0,2 M roztwdr octanu amonu.

Rozpuscié 15,4 g octanu amonu (4.3.) w wodzie de-
stylowanej w kolbie miarowej 1 000 ml, uzupetnié
woda do kreski i wymieszad.

4.7. Roztwor 2-metylochinolin-8-olu.

Rozpusci¢ 5 g 2-metylochinolin-8-olu w 12 ml kwa-
su octowego lodowatego i nastepnie przeniesé
z destylowang wodag do 1 000 ml kolby. Rozcien-
czy¢ woda do kreski i wymieszaé.

5. Aparatura i wyposazenie

5.1. Kolby miarowe, 100i 1 000 ml

5.2. Zlewki, 400 ml

5.3. Cylindry miarowe, 50 i 150 ml

5.4. Pipety kalibrowane, 10 ml

5.5. Tygle z filtrem G-4

5.6. Kolby prézniowe, 500 ml

5.7. Wodna pompa prézniowa

5.8. Termometr kalibrowany od 0 do 100°C

5.9. Eksykator z odpowiednim $rodkiem odwadniaja-

cym i wskaznikiem wilgotnosci, np. zelem krze-
mionkowym lub réwnorzednym

5.10. Piec do suszenia z temperaturg uregulowang na

150+2°C

5.11. Pehametr
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5.12. Ogrzewana ptytka

5.13. Bibutafiltracyjna, firmy Whatman nr 4 lub réwno-
rzedna.

6. Procedura

6.1. Do zlewki pojemnosci 400 ml zwazy¢é 5 do
10 g (M gramow) analizowanej préobki, zawieraja-
cej okoto 50 do 100 mg cynku, doda¢ 50 ml wody
destylowanej i wymieszad.

6.1.1. Przesaczy¢, jesli potrzeba, z pomocg pompy
prézniowej, zachowac przesacz.

6.1.2. Powtdérzyé operacje ekstrakcji z dalszymi 50 ml
wody destylowanej. Przesaczyé i potaczyé prze-
sgcza.

6.2. Dla kazdych 10 mg cynku, znajdujacych sie w roz-
tworze (6.1.2.), dodaé¢ 2 ml roztworu 2-metylochi-

nolin-8-olu (4.7.) i wymieszad.

6.3. Rozciehczy¢é mieszaning 150 ml wody destylowa-
nej, doprowadzi¢ temperature mieszaniny do
60°C (5.12.) i dodaé¢ 45 ml 0,2 M roztworu octanu

amonu (4.6.), stale mieszajac.

6.4. Doprowadzi¢ pH roztworu do 5,7—5,9, dodawaé
mieszajgc 6% roztwor amoniaku (4.5.), pH roztwo-

ru zmierzyé pehametrem.

6.5. Odstawi¢ roztwor na 30 minut. Przesgczy¢ z pomo-
cg wodnej pompy prézniowej przez tygiel z filtrem

G-4, ktory wysuszono uprzednio (150°C) i zwazono

po schtodzeniu (M, gramow) i przemy¢ osad
150 ml wody destylowanej o temperaturze 95°C.

6.6. Umiescié tygiel z filtrem w piecu suszacym o tem-
peraturze nastawionej na 150°C i suszy¢ w ciggu
jednej godziny.

6.7. Wyijac¢ filtr z pieca, umiesci¢ w eksykatorze (5.9) i —
po schtodzeniu do temperatury pokojowej —
oznaczy¢ mase (M, gramow).

7.0bliczenie

Obliczyé zawartos$é cynku w prébce jako procent ma-
sowy (% m/m) za pomoca nastepujacego wzoru:
(M= M) x 17,12

% cynku = y

w ktérym:
M — masa w gramach probki pobranej do
analizy wedtug 6.1.,
M, — masa w gramach pustego i suchego tygla
z filtrem (6.5.),
M, — masa w gramach tygla z filtrem i osadem
(6.7.).

8. Powtarzalnosé

Dla zawartosci cynku okoto 1% (m/m) réznica mie-
dzy wynikami dwu rownolegtych oznaczen, wykony-
wanych dla tej samej prébki, nie powinna przekra-
czac¢ bezwzglednej wartosci 0,1%.

V1. Identyfikacja i oznaczanie kwasu 4-hydroksybenzenosulfonowego

1.Cel i zakres metody

Metoda jest odpowiednia do identyfikacji i oznacza-
nia kwasu 4-hydroksybenzenosulfonowego w ko-
smetykach takich, jak aerozole i ptyny do twarzy.

2. Definicja

Zawarto$¢ kwasu 4-hydroksybenzenosulfonowego,
oznaczona zgodnie z tg metoda, jest wyrazona jako
procent wagowy bezwodnego 4-hydroksybenzeno-
sulfonianu cynku w wyrobie.

3.Zasada

Prébka analityczna zostaje zatezona pod zmniejszo-
nym cisnieniem, rozpuszczona w wodzie i oczysz-
czona przez ekstrakcje chloroformem. Kwas 4-hy-
droksybenzenosulfonowy oznacza sie jodometrycz-
nie na czesci przesgczonego roztworu wodnego.

4. 0dczynniki

Wszystkie odczynniki powinny by¢ czystosci anali-
tycznej.

4.1.36% (m/m)
d,2°=1,18

4.2. Chloroform

4.3. Butan-1-ol

4.4. Kwas octowy lodowaty
4.5. Jodek potasu

stezony kwas chlorowodorowy

4.6. Bromek potasu
4.7. Weglan sodu

4.8. Kwas sulfanililowy
4.9. Azotyn sodu

4.10.
4.11.
4.12.
4.13.
4.14.
4.15.
4.16.

0,1 N bromian potasu

0,1 N roztwdr tiosiarczanu sodu

1% (m/v) wodny roztwor skrobi

2% (m/v) wodny roztwér weglanu sodu
4,5% (m/v) wodny roztwor azotynu sodu
0,05% (m/v) roztwér ditizonu w chloroformie

Roztwér rozwijajacy : butan-1-ol/kwas octowy lo-
dowaty/woda (4:1:5 czesci objetosciowych); po
zmieszaniu w rozdzielaczu oddzielié¢ dolng faze

4.17. Odczynnik Pauly’ego: rozpusci¢ 4,5 g kwasu sul-
fanililowego (4.8.) w 45 ml stezonego kwasu
chlorowodorowego (4.1.) ogrzewajac i rozcien-
czy¢ roztwor wodg do 500 ml. Schtodzié 10 ml
roztworu w naczyniu z wodg i lodem i dodag,
mieszajgc, 10 ml zimnego roztworu azotynu so-
du (4.14.). Odstawi¢ roztwér na 15 minut w tem-
peraturze 0°C (w tej temperaturze roztwor jest
trwaty w ciggu jednego do trzech dni) i — bezpo-
srednio przed spryskiwaniem (7.5.) — dodaé 20
ml roztworu weglanu sodu (4.13.).
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4.18. Gotowe przygotowane ptytki celulozowe do
chromatografii  cienkowarstwowej:  wielkos$é
20x20 cm, grubosé warstwy adsorbenta 0,25 mm.

b. Aparatura i wyposazenie

5.1. Okragtodenne kolby ze szlifowanym korkiem
szklanym, 100 ml

5.2. Rozdzielacz, 100 ml

5.3. Kolba stozkowa ze szlifowanym korkiem szklanym,
250 ml

5.4. Biureta, 25 ml

5.5. Pipety ze zbiornikiem gruszkowym, 1, 2i 10 ml
5.6. Pipeta kalibrowana, 5 ml

5.7. Mikrostrzykawka, 10 ul z kalibracjg co 0,1 pl
5.8. Termometr kalibrowany od 0 do 100°C

5.9. taznia wodna z elementem grzewczym

5.10. Piec do suszenia, dobrze przewietrzany i nasta-
wiony na temperature 80°C

5.11. Typowe urzadzenie do wykonania chromatografii
cienkowarstwowej.

6. Przygotowanie prébki

W opisanej ponizej metodzie identyfikacji i oznacza-
nia kwasu hydroksybenzenosulfonowego w aerozo-
lach uzywana jest pozostatos$é otrzymana przez usu-
niecie z pojemnika aerozolowego rozpuszczalnikdw
i propelentéw, ktére wyparowujg pod normalnym ci-
Snieniem.

7.ldentyfikacja

7.1. Nanie$¢ za pomoca mikrostrzykawki (5.7.) po
5 pl pozostatosci (6) lub préobki w kazdym z szes$ciu
punktéw na linii poczatkowej w odlegtosci 1 cm od
dolnej krawedzi ptytki do chromatografii cienko-
warstwowej (4.18.).

7.2. Umiescié ptytke w komorze rozwijajacej, ktéra juz
zawiera roztwor rozwijajgcy (4.16.) i rozwijaé do
osiggniecia przez czoto rozpuszczalnika odlegtosci
15 cm od linii poczatkowe;.

7.3. Wyjaé ptytke z roztworu rozwijajacego i wysuszy¢
w 80°C do momentu, kiedy opary kwasu octowego
nie beda wyczuwalne. Spryskaé ptytke roztworem
weglanu sodu (4.13.) i wysuszyé na powietrzu.

7.4. Przykry¢ potowe ptytki szklang ptytka i spryskac
nieprzykryta cze$¢ 0,05% roztworem ditizonu
(4.15.). Pojawienie sie purpurowo-czerwonych
plam na chromatogramie wskazuje na obecnosé
jonow cynku.

7.5. Przykry¢ napryskana czes¢ ptytki szklang ptytka
i spryska¢ pozostatg czes¢ odczynnikiem Pau-

% (m/m) hydroksybenzenosulfonianu cynku =

w ktérym:
a — catkowita ilos¢ w mililitrach dodanego
0,1 N roztworu bromianu potasu (8.7.),

ly’ego (4.17.). Na obecnos$¢ kwasu 4-hydroksyben-
zenosulfonowego wskazuje pojawienie sie zo6tto-
-brazowych plam o wartosci Rf okoto 0,26, podczas
gdy zé6tta plama o wartosci Rf okoto 0,45 na chro-
matogramie wskazuje na obecnos$¢ kwasu 3-hy-
droksybenzenosulfonowego.

8.0znaczenie
8.1. Do okragtodennej kolby pojemnosci 100 ml odwa-

zy¢ 10 g prébki lub pozostatosci (6) i odparowaéd
prawie do sucha pod proéznig w wyparce obroto-
wej na fazni wodnej o temperaturze 40°C.

8.2. Wprowadzi¢ pipeta do kolby 10 ml (V; ml) wody

i rozpusci¢ pozostato$¢ po odparowaniu (8.1.)
przez ogrzewanie.

8.3. llosciowo przeniesé roztwor do rozdzielacza (5.2.)

i ekstrahowaé¢ wodny roztwdér dwukrotnie porcja-
mi po 20 ml chloroformu (4.2.). Po kazdej ekstrak-
cji odrzucaé faze chloroformowa.

8.4. Przesgczy¢é wodny roztwdr przez karbowany sa-

czek. Zaleznie od oczekiwanej zawartosci kwasu
hydroksybenzenosulfonowego przeniesé¢ pipeta
1,0 lub 2 ml (V,) przesgczu do 250 ml kolby stozko-
wej (5.3.) i rozcienczyé¢ woda do 75 ml.

8.5. Doda¢ 2,5 ml 36% kwasu chlorowodorowego (4.1.)

i 2,6 g bromku potasu (4.6.), zmiesza¢ i doprowa-
dzié temperature roztworu do 50°C z pomoca tazni
wodnej.

8.6. Dodawaé z biurety 0,1 N roztworu bromianu pota-

su (4.10.) az roztwor, stale o temperaturze 50°C,
stanie sig zo6fty.

8.7. Doda¢ dalsze 3,0 ml roztworu bromianu potasu

(4.10.), zamkna¢ kolbe korkiem i pozostawi¢ na
10 minut w fazni wodnej o temperaturze 50°C. Je-
$li po 10 minutach roztwér straci swojg barwe, do-
da¢ dalsze 2,0 ml roztworu bromianu potasu
(4.10.), zamkna¢ kolbe korkiem i ogrzewac¢ przez
10 minut w tazni wodnej, utrzymywanej w tempe-
raturze 50°C. Zanotowac¢ catkowitg ilo$¢ dodanego
roztworu bromianu potasu (a).

8.8. Schtodzié¢ roztwér do temperatury pokojowej, do-

dac¢ 2 g jodku potasu (4.5.) i wymieszac.

8.9. Odmiareczkowaé powstaty jod 0,1 N roztworem

tiosiarczanu sodu (4.11.). Przy kohcu miareczkowa-
nia doda¢ kilka kropli roztworu skrobi (4.12.) jako
wskaznika. Zanotowaé ilosé uzytego tiosiarczanu
sodu (b).

9. Obliczenie

Obliczy¢é zawarto$é hydroksybenzenosulfonianu
cynku w probce lub pozostatosci (6) jako procent
masowy (m/m) za pomocga nastepujgcego wzoru:

(a-b)xV,;x0,00514 x 100

m x V,

b — ilosé w mililitrach 0,1 N roztworu tio-
siarczanu sodu (4.11.) uzytego do od-
miareczkowania (8.9.),
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m  —ilosé analizowanego produktu lub po- probki, nie powinna przekraczaé¢ bezwzglednej war-
zostatosci wyrazona w miligramach tosci 0,5%.
(8'_1')’ .. 11. Interpretacja wynikéw
V, —objetos¢ roztworu otrzymanego we- N
dtug 8.2. wyrazona w mililitrach, Maksymalna zawarto$¢ 4-hydroksybenzenosulfo-
V, — objetos¢ rozpuszczonej pozostatosci nianu cynku w ptynach do twarzy i dezodorantach

po odparowaniu uzytej do analizy
(8.4.) wyrazona w mililitrach.

W przypadku aerozoli wynik pomiaru w %
(m/m) pozostatosci (6) musi byé wyrazony
w odniesieniu do oryginalnego wyrobu. W ce-
lu wykonania tej zamiany podano zasady po-
bierania prébek aerozoli.

10. Powtarzalnosé

Dla zawartosci okoto 5% hydroksybenzenosulfo-
nianu cynku réznica miedzy wynikami dwu ozna-
czen, przeprowadzonych réwnolegle dla tej samej

wynosi 6% (m/m). Sformutowanie to oznacza, ze
obok zawartosci kwasu hydroksybenzenosulfono-
wego nalezy oznaczy¢ zawarto$é cynku. Pomnoze-
nie obliczonej zawartos$ci hydroksybenzenosulfo-
nianu cynku (9) przez wspotczynnik 0,1588 daje mi-
nimalng zawarto$é cynku w % (m/m), ktdra teore-
tycznie musi sie znajdowaé w wyrobie w zwigzku
z oznaczong zawartoscig kwasu hydroksybenzeno-
sulfonowego. Zawarto$¢ cynku — rzeczywiscie
oznaczona grawimetrycznie — moze jednak byé
wyzsza, poniewaz chlorek cynku i siarczan cynku
moga by¢ rowniez uzywane w kosmetykach.

VII. Identyfikowanie srodkéw utleniajacych
i oznaczanie nadtlenku wodoru
w kosmetykach do pielegnacji wtoséow

CEL | ZAKRES

Jodometryczne oznaczanie nadtlenku wodoru w ko-
smetykach jest mozliwe jedynie w przypadku nieobec-
nosci innych srodkow utleniajgcych, ktére uwalniajg
jod z jodkéw. W konsekwencji konieczne jest przed jo-
dometrycznym oznaczaniem nadtlenku wodoru wykry-
cie i zidentyfikowanie innych obecnych srodkéow utle-
niajacych. ldentyfikacja ta dzieli sie na dwa etapy:
pierwszy obejmuje nadsiarczany, bromiany i nadtlenek
wodoru, a drugi nadtlenek baru.

A. IDENTYFIKOWANIE NADSIARCZANOW, BROMIA-
NOW | NADTLENKU WODORU

1.Zasada

Nadsiarczan sodu, nadsiarczan potasu i nadsiarczan
amonu oraz bromian potasu, bromian sodu i nadtle-
nek wodoru — pochodzace lub nie z nadtlenku baru
— sg identyfikowane przez bibutowg chromatogra-
fie zstepujaca, z zastosowaniem dwadch rozpuszczal-
nikdw rozwijajacych.

2. 0dczynniki

Wszystkie odczynniki powinny by¢ czystosci anali-
tycznej.

2.1 0,5% (m/v) wodne roztwory nastepujgcych zwigz-
kow:

2.1.1. Nadsiarczan sodu

2.1.2. Nadsiarczan potasu

2.1.3. Nadsiarczan amonu

2.1.4. Bromian potasu

2.1.5. Bromian sodu

2.1.6. Nadtlenek wodoru

2.2. Rozpuszczalnik rozwijajacy A, etanol 80% (v/v)

2.3. Rozpuszczalnik rozwijajacy B, benzen - metanol - 3-
-metylobutan-1-ol - woda (34:38:18:10 obj.)
Srodek wywotujacy A, 10% (m/v) wodny roztwor
jodku potasu

2.4.

Srodek wywotujacy B, 1% (m/v) wodny roztwoér
skrobi

2.6. Srodek wywotujacy C, 10% (m/m) kwas solny

2.5.

2.7. 4 N kwas solny

3. Aparatura i wyposazenie

3.1. Bibuta chromatograficzna (Whatman Nr 3 i 4 lub
ich réwnowazniki)

3.2. Mikropipeta, 1 ul

3.3. Kolba miarowa, 100 ml

3.4. Saczki karbowane

3.5. Aparatura do zstepujacej chromatografii bibuto-
wej

4. Przygotowanie probki
4.1. Wyroby rozpuszczalne w wodzie

Przygotowac¢ po dwa roztwory kazdej prébki przez
rozpuszczenie 1 g i 5 g wyrobu kolejno w 100 ml
wody. Pobraé¢ po 1 ml kazdego z tych roztworéw do
analizy metoda chromatografii bibutowej opisana
w punkcie 5.

4.2. Wyroby stabo rozpuszczalne w wodzie

Odwazyé 1 g i 5 g probki i zawiesi¢ w 50 ml wody,
uzupetnié¢ do 100 ml woda w obu przypadkach
i wymieszacé. Przesaczyé obie dyspersje przez kar-
bowany lejek (3.4.) i pobraé¢ 1 pl kazdego filtratu do
analizy metoda chromatografii bibutowej opisanej
w punkcie 5.
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4.3.

Kremy

Zawiesi¢ 5 g i 20 g kazdego wyrobu w 100 ml wo-
dy i zastosowaé dyspersje do wykonania analizy
metoda chromatografii bibutowej opisang w punk-
cie 5.

5. Metoda

5.1.

5.2.

5.3.

5.4.

5.5.

5.6.

5.6.1.

5.6.2.

5.7.

Umiesci¢ odpowiednig ilo$¢ rozpuszczalnikow
A (2.2.) i B (2.3.) w dwéch oddzielnych komorach
chromatograficznych w celu przeprowadzenia
zstepujacej chromatografii bibutowej. Nasycaé ko-
mory chromatograficzne oparami rozpuszczalni-
koéw w ciggu co najmniej 24 godzin.

Naniesé po 1 pl jednego roztworu probki i jednego
roztworu odniesienia przygotowanych wedtug
opisu w punkcie 4 i 2.1. w kazdym punkcie starto-
wym paska bibuty chromatograficznej (Whatman
Nr 3 lub rdwnowaznik) dtugosci 40 cm i szerokosci
20 cm (3.1.) lub innego odpowiedniego formatu
i odparowac rozpuszczalnik na powietrzu.

Umiescié pasek chromatograficzny (5.2.) w komo-
rze chromatograficznej z rozpuszczalnikiem rozwi-
jajacym A (5.1.) i rozwija¢ do chwili, kiedy czoto
rozpuszczalnika osiggnie odlegto$é 35 cm (okoto
15 godzin).

Powtdrzyé procedure opisang w punkcie 5.2. i 5.3.
z uzyciem bibuty chromatograficznej (Whatman
Nr 4 lub réwnowaznik) (3.1.) i rozpuszczalnikiem
rozwijajagcym B. Rozdziat chromatograficzny pro-
wadzi¢ do chwili, kiedy czoto rozpuszczalnika osia-
gnie odlegtosé 35 cm (okoto pieciu godzin).

Po rozwinieciu wyjgé chromatogramy z komory
i wysuszyé na powietrzu.

Wywotaé plamy na chromatogramie przez spry-
skanie go kolejno:

Srodkiem wywotujgcym A (2.4.) i nastepnie po
krétkim czasie srodkiem wywotujagcym B (2.5.).
Plamy nadsiarczandw pojawiag sie pierwsze na
chromatogramie, a nastepnie wywotane zostaja
plamy nadtlenku wodoru.

Obrysowacé plamy ofowkiem.

Srodkiem wywotujacym C (2.6.) chromatogramy
otrzymane zgodnie z opisem w punkcie 5.6.1.;
szaroniebieskie plamy na chromatogramie
wskazg na obecnos¢ bromianow.

W opisanych powyzej warunkach wtasciwych dla
rozpuszczalnikdw rozwijajacych A (2.2.) i B (2.3.),
wartosci Rf dla substancji odniesienia (2.1.) sa
w przyblizeniu nastepujace:

roztwor rozwijajacy A (2.2.) roztwor rozwijajacy B (2.3.)

nadsiarczan sodu 0,40 0,10
nadsiarczan potasu 0,40 0,02 + 0,05
nadsiarczan amonu 0,50 0,10 + 0,20
bromian sodu 0,40 0,20
bromian potasu 0,40 0,10 + 0,20
nadtlenek wodoru 0,80 0,80

B. IDENTYFIKOWANIE NADTLENKU BARU
1.Zasada

Nadtlenek baru jest identyfikowany na podstawie
powstawania nadtlenku wodoru po zakwaszeniu
probki (A.4.2.) i obecnosci jonu baru:

— w nieobecnosci nadsiarczanéw (A) przez dodanie

rozcienczonego kwasu siarkowego do czesci kwa-
$nego roztworu proébki (B.4.1.), w wyniku czego
powstaje biaty osad siarczanu baru. Obecnos¢ jo-
noéw baru w prébce (B.4.1.) jest ponownie po-
twierdzona metodag chromatografii bibutowej we-
dtug metody opisanej ponizej (B.5.),

— jesli réwnoczes$nie w probce obecne sg nadtlenek

baru i nadsiarczany (B.4.2.) przez poddanie sta-
pianiu pozostatosci z roztworu (B.4.2.) w srodowi-
sku alkalicznym, po rozpuszczeniu w kwasie sol-
nym, obecnos$¢ jondéw baru w roztworze stopu
(B.4.2.3.) stwierdza sie metoda chromatografii bi-
butowej i/lub przez wytragcenie osadu siarczanu
baru.

2.0dczynniki

2.1.
2.2.
2.3.
2.4.
2.5.

2.6.
27.
2.8.
2.9.

Metanol

36% (m/m) stezony kwas solny
6 N kwas solny

4 N kwas siarkowy

Sél sodowa kwasu rodyzonowego (3,4,5,6-tetraok-
socykloheksen-1,2-diolu)

Chlorek baru (BaCl, x 2H,0)
Bezwodny weglan sodu
1% (m/v) wodny roztwor chlorku baru

Rozpuszczalnik rozwijajgcy zawierajacy metanol,
stezony kwas solny (stezenie 36%) i wode
(80:10:10 obij.)

2.10. Srodek wywotujacy, 0,1% (m/v) wodny roztwor

soli disodowej kwasu rodyzonowego, $wiezo
przygotowany bezposrednio przed uzyciem.

3. Aparatura i wyposazenie

3.1.
3.2.
3.3.
3.4.

3.5.
3.6.

Mikropipeta, 5 pl
Tygle platynowe
Kolby miarowe, 100 ml

Bibuta chromatograficzna firmy Schleicher and
Schull 2043b lub réwnowazna. Bibute oczyszcza
sie przez pozostawienie jej na noc w komorze chro-
matograficznej (A.3.5.) zawierajacej rozpuszczalnik
rozwijajacy (B.2.9.) i nastepnie suszy.

Karbowany saczek bibutowy

Aparatura do zstepujgcej chromatografii bibuto-
wej

4. Przygotowanie probki

4.1.

Wyroby niezawierajace nadsiarczanow

4.1.1. Zawiesi¢ 2 g wyrobu w 50 ml wody i doprowa-

dzi¢ kwasem solnym (B.2.3.) pH dyspersji do
wartosci okoto 1.
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4.1.2. Za pomoca wody przeniesé dyspersje do 100 ml
kolby miarowej, uzupetni¢ woda do kreski i wy-
mieszaé. Uzywac tej dyspersji do analizy metoda
chromatografii bibutowej opisanej w punkcie 5
i do identyfikowania obecnosci baru przez wytrg-
canie siarczanu.

4.2. Wyroby zawierajgce nadsiarczany.
4.2.1. Zawiesi¢ 2 g wyrobu w 100 ml wody i przesgczy¢.

4.2.2. Do wysuszonej pozostatosci dodaé¢ siedem do
dziesieciu razy wiecej wagowo weglanu sodu
(B.2.7.), wymieszaé i stapia¢ mieszanine w tyglu
platynowym (B.3.2.) w ciggu pot godziny.

4.2.3. Schtodzié¢ do temperatury pokojowej, rozpuscié

stop w 50 ml wody i przesaczyé (B.3.5.).

4.2.4. Rozpuscié pozostatos¢ ze stopu w kwasie sol-
nym (B.2.3.) i uzupetni¢ woda do 100 ml. Uzywaé
tego roztworu do analizy metoda chromatografii
bibutowej opisang w punkcie 5 i do identyfiko-
wania obecnosci baru przez wytragcanie siarcza-
nu.

5. Metoda

5.1. Umiesci¢ odpowiednig ilo$é rozpuszczalnika roz-
wijajacego (B.2.9.) w komorze do zstepujacej chro-
matografii bibutowej i wysycaé¢ komore w ciggu co
najmniej 15 godzin.

5.2. Na kawatku bibuty chromatograficznej — przygo-
towanej tak jak opisano w punkcie B.3.4. — nano-
si¢ po 5 pl kazdego roztworu przygotowanego we-
dtug punktu B.4.1.2. i B.4.2.4. i roztworu odniesie-

nia B.2.8. w trzech punktach startowych.

5.3. Wysuszy¢ bibute z naniesionymi prébkami i roz-
tworem odniesienia na powietrzu. Rozwijaé chro-
matogram do chwili, kiedy czoto rozpuszczalnika
osiggnie 30 cm.

5.4. Wyjaé chromatogram z komory i wysuszy¢ na po-
wietrzu.

5.5. Wywotaé plamy na chromatogramie przez spry-
skanie bibuty $rodkiem wywotujagcym (B.2.10.).
W przypadku obecnos$ci baru pojawiajg sie na
chromatogramie czerwone plamy o wartosci Rf
okoto 0,10.

C. OZNACZANIE NADTLENKU WODORU
1.Zasada

Jodometryczne oznaczanie nadtlenku wodoru pole-
ga na nastepujacej reakcji:

H,0, + 2H* + 20" — J, + 2H,0

Przemiana ta zachodzi powoli, lecz mozna jg przy-
spieszy¢ przez dodatek molibdenianu amonu. llo$¢
powstatego jodu jest oznaczona miareczkowo tio-
siarczanem sodu i stanowi miare zawartosci nad-
tlenku wodoru.

2. Definicja

Zawarto$¢ nadtlenku wodoru oznaczona w sposdb
opisany ponizej jest wyrazona jako procent masowy
(%em/m) wyrobu.

3. 0dczynniki
Wszys'_ckie odczynniki powinny by¢ czystosci anali-
tycznej

3.1. 2 N kwas siarkowy

3.2. Jodek potasu

3.3. Molibdenian amonu

3.4. 0,1 N tiosiarczan sodu

3.5. 10% (m/v) roztwor jodku potasu, $wiezo przygoto-
wany bezposrednio przed uzyciem

3.6. 20% (m/v) roztwdr molibdenianu amonu

3.7. 1% (m/v) roztwor skrobi

4. Aparatura i wyposazenie

4.1. Zlewki, 100 ml

4.2. Biureta, 50 ml

4.3. Kolby miarowe, 250 ml

4.4, Cylindry miarowe, 25 i 100 ml

4.5. Pipety z jednym oznaczeniem objetosci, 10 ml

4.6. Kolby stozkowe, 250 ml

5. Metoda

5.1. Odwazy¢ okoto 10 g (m graméw) wyrobu zawiera-
jacego okoto 0,6 g nadtlenku wodoru w zlewce
100 ml. Przenie$é zawartosé zlewki z pomocag wo-

dy do kolby miarowej 250 ml, uzupetnié woda do
kreski i wymieszad.

Odmierzyé pipeta 10 ml roztworu probki (5.1.) do
250 ml kolby stozkowej (4.6.) i dodawac kolejno
100 ml 2 N kwasu siarkowego (3.1.), 20 ml roztwo-
ru jodku potasu (3.5.) i trzy krople roztworu molib-
denianu amonu (3.6.).

Odmiareczkowaé powstaty jod bezzwtocznie
0,1 N roztworem tiosiarczanu sodu (3.4.) i bezpo-
srednio przed osiggnieciem punktu kohcowego
dodac¢ kilka mililitréw roztworu skrobi jako wskaz-
nika (3.7.). Zarejestrowaé zuzycie 0,1 N roztworu
tiosiarczanu sodu (3.4.) w mililitrach (V).

5.4. Wykonaé wedtug sposobu opisanego w punkcie
5.2.i5.3. analize Slepej proby, zastepujac 10 ml roz-
tworu probki 10 ml wody. Zarejestrowac zuzycie
0,1 N roztworu tiosiarczanu sodu w analizie $lepej
proby (V, ml).

6. Obliczenie

Obliczyé zawarto$é nadtlenku wodoru w wyrobie
w procentach masowych (% m/m) wedtug nastepu-
jacego wzoru:

5.2.

5.3.

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

% nadtlenku wodoru =

m x 10 x 1 000
(V—V,) x 4,252
- m
w ktérym:
m — ilos¢ analizowanego wyrobu (5.1.),

V, — zuzycie 0,1 N roztworu tiosiarczanu sodu
do analizy slepej préby w mililitrach (5.4.),

V — zuzycie 0,1 N roztworu tiosiarczanu sodu
do analizy roztworu prébki w mililitrach
(6.3.).
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7. Powtarzalnosé

Dla wyrobu zawierajacego okoto 6% (m/m) nadtlen-
ku wodoru réznica pomiedzy wynikami dwdch ozna-

czeh przeprowadzonych réwnolegle dla tej samej
probki nie powinna przekraczaé wartosci bezwzgled-
nej 0,2%.

VIII. Identyfikowanie i oznaczanie azotynow

A. IDENTYFIKOWANIE
1. Cel i zakres

Metoda jest odpowiednia do identyfikowania azoty-
nu w kosmetykach, szczegdlnie w kremach i pastach.

2.Zasada

Na obecnos$é¢ azotynu wskazuje powstawanie barw-
nych pochodnych z fenylohydrazonem aldehydu 2-
-aminobenzoesowego (Nitrin®).

3. 0dczynniki
Wszystkie odczynniki powinny by¢ czystosci anali-
tycznej.

3.1. Rozcienczony kwas siarkowy; rozcienczy¢ 2 ml ste-

zonego kwasu siarkowego (d,?° = 1,84) w 11 ml
wody destylowanej.

3.2. Rozcienczony kwas solny: rozciehczyé¢ 1 ml stezo-
nego kwasu solnego (d,2°=1,19) w 11 ml wody de-

stylowanej.
3.3.
3.4.

Metanol

Roztwor fenylohydrazonu aldehydu 2-aminoben-
zoesowego (odczynnik Nitrin (®) w metanolu. Od-
wazyé 2,0 g Nitrinu® i przenieéé ilosciowo do
100 ml kolby miarowej. Doda¢ kroplami 4 ml roz-
cienczonego kwasu solnego (3.2.) i wytrzgsaé.
Uzupetni¢ do kreski metanolem i mieszaé¢ do chwi-
li, az roztwor stanie sie catkowicie przezroczysty.
Przechowywac¢ roztwér w brazowej szklanej butli
(4.3.).

4. Aparatura

4.1. Zlewki, 50 ml

4.2. Kolba miarowa, 100 ml

4.3. Butla z brgzowego szkta, 125 ml
4.4. Ptytka szklana, 10x10 cm

4.5. topatka z tworzywa sztucznego
4.6. Bibuta filtracyjna, 10 x 10 cm
5.Procedura

5.1. Rozsmarowacé czesé badanej prébki rownomiernie
na ptytce szklanej (4.4.), tak aby pokry¢ powierzch-
nie do grubosci nie wigkszej niz 1 cm.

5.2. Zanurzy¢ cze$é¢ arkusza bibuty filtracyjnej (4.6.)
w wodzie destylowanej. Potozyé jg na probce
i przycisnac¢ bibute filtracyjna topatka z tworzywa
sztucznego (4.5.).

5.3. Odczekaé okoto jednej minuty i naniesé na srodek

bibuty filtracyjne;j:

Dwie krople rozcienczonego kwasu siarkowego
(3.1.) i nastepnie dwie krople roztworu Nitrinu ®
(3.4.).

5.4.Po 5 do 10 sekundach zdjgé¢ bibute filtracyjna
i obejrzec ja w $wietle dziennym. Czerwonawopur-
purowe zabarwienie wskazuje na obecnos$¢ azoty-
nu. Jesli zawartosé azotynu jest niewielka, czerwo-
nawopurpurowa barwa zmienia sie w z6ttg po 5 do
15 sekundach. Jesli obecne sg duze ilosci azotynu,
taka zmiana barwy zachodzi dopiero po 1 do 2 mi-
nut.

6. Intensywnos$é czerwonawopurpurowej barwy i czas,
ktéry uptywa przed jej zmiang na z6ttag moze by¢
wskazowka do oceny zawartos$ci azotynu w prébce.

B. 0ZNACZANIE AZOTYNOW
1. Cel

Metoda opisuje znaczenie azotyndw w kosmetykach
2. Definicja

Zawartos¢ azotynow w prébce, oznaczona zgodnie

z ta metoda, jest wyrazona w % masowych azotynu
sodu.

3.Zasada

Po rozcienczeniu prébki wodg i wyklarowaniu roz-
tworu azotyn obecny w probce jest poddany reakcji
z sulfaniloamidem i N-1-naftyloetylenodiaming
i oznacza sie gesto$é optyczng otrzymanej barwy
przy 538 nm.

4. O0dczynniki

Wszystkie odczynniki powinny by¢ czystosci anali-
tycznej.

4.1. Odczynniki klarujace: odczynniki te nie moga by¢
uzywane dtuzej niz w ciggu tygodnia po przygoto-
waniu:

4.1.1. Odczynnik | Carreza:

Rozpusci¢ 106 g cyjanozelazianu potasu (ll),
K,Fe(CN)g x 3 H,0 w wodzie destylowanej i roz-
cienczy¢ woda do 1 000 ml.

. Odczynnik Il Carreza:

Rozpusci¢ 219,56 g octanu cynku, Zn(CH,;COO),
x 2 H,O i 30 ml lodowatego kwasu octowego
w wodzie destylowanej i rozcienczy¢ woda do
1 000 ml.

4.2. Roztwor azotynu sodu:

Rozpusci¢ 0,500 g azotynu sodu w wodzie destylo-
wanej w kolbie miarowej 1 000 ml i rozcienczyé
woda do kreski, rozcienczyé 10,0 ml tego bazowe-
go standardowego roztworu do 500 ml; 1 ml tego
roztworu =10 mikrogramow NaNO,,

4.3. 1N roztwoér wodorotlenku sodu
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4.4,

4.5.
4.6.

0,2% chlorowodorku sulfaniloamidu: rozpuscié
2,0 g sulfaniloamidu w 800 ml wody podczas
ogrzewania. Schtodzi¢ i dodaé¢ mieszajac 100 ml
stezonego kwasu solnego. Rozcienczy¢ woda do
1 000 ml.

5 N kwas solny
Odczynnik N-1-naftylowy

Ten roztwdr musi by¢ przygotowany w dniu zasto-
sowania. Rozpuscié¢ 0,1 g chlorowodorku N-1-naf-
tylenodiaminy w wodzie i rozciehczyé woda do
100 ml.

5. Aparatura

5.1.
5.2.
5.3.
5.4.
5.5.

5.6.
5.7.

5.8.
5.9.

Waga analityczna

Kolby miarowe 100, 250, 500 i 1 000 ml
Pipety ze zbiornikiem lub kalibrowane
Cylindry miarowe 100 ml

Saczki filtracyjne karbowane o $rednicy 15 cm,
niezawierajgce azotynéw

taznia wodna

Spektrofotometr z naczynkami pomiarowymi

o dtugosci drogi optycznej 1 cm
Pehametr
Mikrobiureta, 10 ml

5.10. Zlewki, 250 ml.
6. Procedura

6.1.

6.2.

6.3.

6.4.

Odwazy¢ okoto 0,5 g (m gramow) z doktadnoscia
do 0,17 mg homogenizowanej probki, przeniesé
z pomoca gorgcej wody destylowanej ilosciowo
do 250 ml zlewki (5.10.) i uzupetnié¢ objetos¢ gora-
cg woda destylowang do okoto 150 ml. Umiescié
zlewke (5.10) w tazni wodnej (5.6.) o temperaturze
80°C na pét godziny. Podczas tego okresu od cza-
su do czasu potrzasac zlewke.

Schtodzi¢ do temperatury pokojowej i dodawaé
kolejno, podczas mieszania, 2 ml odczynnika | Car-
reza (4.1.1.) i 2 ml odczynnika Il Carreza (4.1.2.).

Dodawac 1 N roztwor wodorotlenku sodu (4.3.) az
do uzyskania pH 8,3 (Uzywaé pehametru (5.8.)).
Przeniesé¢ zawartosé ilosciowo do 250 ml kolby
miarowej (5.2.) i uzupetni¢ do kreski woda destylo-
wana.

Wymieszaé zawarto$é i przesaczyé przez saczek
karbowany (5.5).

6.5.

6.6.

6.7.

6.8.

6.9.

Przeniesé¢ pipeta (5.3.) odpowiedniag ilos¢ (V ml)
klarownego przesaczu, lecz nie wiecej niz 25 ml, do
100 ml kolby miarowej (5.2.) i dodaé¢ wody desty-
lowanej do objetosci 60 ml.

Po zmieszaniu dodaé¢ 10,0 ml roztworu chlorowo-
dorku sulfaniloamidu (4.4.) i nastepnie 6,0 ml
5N roztworu kwasu solnego (4.5.). Wymieszac¢ i po-
zostawi¢ do odstania na pieé minut. Dodaé 2 ml
odczynnika N-1-naftylowego (4.6.), wymieszaé
i pozostawi¢ do odstania na trzy minuty. Rozcienh-
czy¢ woda do kreski i wymieszac.

Przygotowaé $lepg probe, powtarzajgc operacje
6.5. i 6.6. bez dodawania odczynnika N-1-naftylo-
wego (4.6.).

Zmierzy¢é za pomocya spektrofotometru (5.7.) ge-
sto$¢ optyczng przy 538 nm roztworu otrzymane-
go wedtug punktu 6.6, uzywajac $lepej préby (6.7.)
jako odnosnika.

Odczyta¢ z wykresu kalibracyjnego (6.10.) zawar-
tos¢ azotynu sodu w mikrogramach na 100 ml roz-
tworu (m, mikrogramow), ktéra odpowiada gesto-
$ci optycznej zmierzonej w punkcie 6.8.

6.10. Przygotowac wykres kalibracyjny dla stezeh 0, 20,

40, 60, 80, 100 ug azotynu sodu w 100 ml, stosu-
jac roztwor azotynu sodowego o stezeniu
10 pyg naml (4.2.).

7.0bliczenia

Obliczy¢ zawartos¢ azotynu sodu w procentach ma-
sowych za pomoca nastepujacego wzoru:

250

%(m/m) NaNO, = 222 x m, x 100_

106 x ——
m
m,
"~V xm x40

w ktérym:

m — masa pobki pobranej do analizy w gra-
mach,
m, — zawarto$¢ azotynu sodu w mikrogramach
oznaczona w punkcie 6.9,
\ —}Igséé) m, przesaczu uzytego do pomiaru

8. Powtarzalnosé

Dla zawartosci okoto 0,2% m/m azotynu sodu rézni-
ca miedzy wynikami dwdéch rownolegtych oznaczen
wykonanych dla tej samej prébki nie powinna prze-
kroczyé wartosci absolutnej 0,005%.

IX. Identyfikacja i oznaczanie wolnych wodorotlenkéw sodu i potasu

1.Cel i zakres metody

Metoda podaje doktadng procedure identyfikacji ko-
smetykéw zawierajgcych znaczne ilosci wodorotlen-
kéw sodu i/lub potasu i oznaczania takich wolnych
wodorotlenkéw sodu i/lub potasu w srodkach do
prostowania wtoséw i rozpuszczalnikowych srod-
kach do usuwania skdrek paznokci.

2. Definicja

Wolny wodorotlenek sodu i potasu sg okreslane ob-
jetoscig (iloscig) standardowego roztworu kwasu,
wymagang do zobojetnienia produktu w podanych

warunkach;

otrzymana ilo$¢é wyraza sie jako

% m/m wolnego wodorotlenku.



Dziennik Ustaw Nr 9

— 579 —

Poz. 107

3.Zasady

Probka zostaje rozpuszczona lub zdyspergowana
w wodzie i miareczkowana standardowym roztwo-
rem kwasu. Wartos$é pH jest rejestrowana réwnocze-
$nie z dodawaniem kwasu do roztworu wodorotlen-
ku sodu lub potasu: punktem koncowym jest wyraz-
ny wzrost szybkos$ci zmian wartosci pH. Krzywa mia-
reczkowania moze by¢ niewyrazna w obecnosci:

(a) amoniaku lub innych stabych zasad organicz-
nych, ktére same maja raczej sptaszczong krzywa
miareczkowania z kilkoma punktami przegiecia.
W tej metodzie amoniak usuwa sie przez odparo-
wanie pod zmniejszonym ci$nieniem, ale w po-
kojowej temperaturze,

(b) soli stabych kwaséw, ktére moga powodowaé
wzrost krzywej miareczkowania z kilkoma punk-
tami przegiecia. W tych przypadkach tylko pierw-
sza czesé krzywej do pierwszego z tych punktéw
przegiecia odpowiada zobojetnianiu jonu wodo-
rotlenowego pochodzacego z wolnego wodoro-
tlenku sodu lub potasu. Podano inng procedure
miareczkowania, odpowiednig dla przypadku,
gdy zauwaza sie nadmierne oddziatywanie soli
stabych kwaséw nieorganicznych. Chociaz ist-
nieje teoretyczna mozliwosé, ze inne rozpuszczal-
ne mocne zasady, np. wodorotlenek litu, czwar-
torzedowy wodorotlenek amonu, mogtyby byé
obecne, dajgc wzrost pH do wysokich wartosci,
jednak obecnos$é ich w tym rodzaju kosmetykow
jest wysoce nieprawdopodobna.

4.ldentyfikowanie
4.1. Odczynniki

4.1.1. Standardowy alkaliczny roztwdér buforowy
o pH 9.18 w 25°C 0.05M roztwor tetraboranu so-
du.

4.2. Aparatura

4.2.1. Zwykte szklane wyposazenie laboratoryjne
4.2.2. Pehametr

4.2.3. Szklana elektroda membranowa

4.2.4. Standardowa kalomelowa elektroda odniesienia
4.3. Procedura

Skalibrowaé pehametr za pomocg elektrod z zasto-
sowaniem standardowego roztworu buforowego.
Przygotowac¢ 10% roztwoér lub dyspersje analizo-
wanego wyrobu w wodzie i przesaczy¢ go. Zmie-
rzy¢ pH. Jezeli pH wynosi 12 lub wiecej, nalezy wy-
kona¢ ilosciowe oznaczenie.

5.0znaczanie

5.1. Miareczkowanie w $srodowisku wodnym

5.1.1. Odczynnik

5.1.1.1. Standardowy 0.1 N kwas chlorowodorowy
5.1.2. Aparatura

5.1.2.1. Zwykte szklane wyposazenie laboratoryjne

5.1.2.2. Pehametr, korzystnie, jesli wyposazony w reje-
strator

5.1.2.3. Szklana elektroda membranowa

5.1.2.4. Standardowa kalomelowa elektroda odniesie-
nia
5.1.3. Procedura

Zwarzy¢ doktadnie w zlewce o pojemnosci
150 ml prébke o wielkosci 0.5—1.0 g. Jezeli
w probce znajduje sie amoniak, dodac¢ kilka zia-
ren porowatych, umiescié¢ zlewke w eksykatorze
prézniowym, usuwaé amoniak za pomoca pom-
py wodnej tak dtugo, az zapach jego bedzie nie-
wyczuwalny (okoto trzech godzin). Doda¢ 100 ml
wody, rozpusci¢ lub zdyspergowac pozostatosé
i miareczkowac 0.1 N roztworem kwasu chloro-
wodorowego (5.1.1.1.), rejestrujgc zmiany pH
(5.1.2.2.).

5.1.4. Obliczanie

Umiejscowi¢ punkty przegiecia na krzywych
miareczkowania. Jezeli pierwszy punkt przegie-
cia wystepuje przy pH nizszym niz 7, prébka nie
zawiera wodorotlenku sodu lub potasu. Jezeli
na krzywej znajduja sie dwa lub wiecej punktow
przegiecia, tylko pierwszy punkt ma znaczenie.
Zanotowacé objetos$¢ roztworu zuzytego do mia-
reczkowania do pierwszego punktu przegiecia.

Oznaczyé symbolem V objetos$é roztworu zuzyte-
go do miareczkowania, w ml.

Oznaczy¢é symbolem M mase prébki analitycz-
nej, w gramach. Zawarto$¢ wodorotlenku sodu
i/lub potasu w préobce wyrazong jako % (m/m)
wodorotlenku sodu oblicza sie, stosujgc wzor:

4
% (m/m) = 0.4 —
M

Moze powstaé sytuacja, w ktérej pomimo oznak
obecnosci znaczacej ilosci wodorotlenkéw sodu
i/lub potasu krzywa miareczkowania nie wykazu-
je wyraznego punktu przegiecia. W takim wypad-
ku nalezy powtdérzyé oznaczenie w izopropanolu.

5.2. Miareczkowanie w izopropanolu

5.2.1. Odczynniki

5.2.1.1. lzopropanol

5.2.1.2. Standardowy 1.0 N roztwdér wodny kwasu chlo-
rowodorowego

5.2.1.3.0.1 N roztwdér kwasu chkorowodorowego
w izopropanolu przygotowany bezposrednio
przed uzyciem przez rozcienczenie 1.0 N wod-
nego roztworu kwasu chlorowodorowego izo-
propanolem.

5.2.2. Aparatura

5.2.2.1. Zwykte szklane wyposazenie laboratoryjne

5.2.2.2. Pehametr, korzystnie, jesli z rejestratorem

5.2.2.3. Szklana elektroda membranowa

5.2.2.4. Sfcandardowa kalomelowa elektroda odniesie-
nia

5.2.3. Procedura

Odwazyé doktadnie w zlewce o pojemnosci
150 ml probke o wielkosci 0.56—1.0 g. Jezeli
w probce znajduje sie amoniak, dodac¢ kilka zia-
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ren porowatych, umiesci¢ zlewke w eksykatorze
préozniowym, usuwaé amoniak za pomoca pom-
py wodnej tak dtugo, az zapach jego bedzie nie-
wyczuwalny (okoto trzech godzin). Doda¢ 100 ml
izopropanolu, rozpuscié¢ lub zdyspergowacé pozo-
statos¢ i miareczkowaé 0.1 N roztworem kwasu
chlorowodorowego w izopropanolu (5.2.1.3.),
rejestrujgc zmiany pH (5.2.2.2.).

5.2.4. Obliczenia

Jak w punkcie 5.1.4. Pierwszy punkt przegiecia
wystepuje przy odczytanej wartosci pH okotfo 9.

5.3. Powtarzalnos$é

Dla wodorotlenku sodu lub potasu na poziomie
5% m/m wyrazonym jako wodorotlenek sodu réz-
nica miedzy wynikami dwdéch oznaczeh wykony-
wanych réwnolegle na tej samej prébce nie po-
winna przekraczaé¢ wartosci bezwzglednej 0.25%.

X. Oznaczanie dichlorometanu oraz 1,1,1-trichloroetanu

1.Cel i zakres stosowania

Metoda opisuje oznaczanie dichlorometanu (chlorku
metylenu) i 1,1,1-trichloroetanu (metylochlorofor-
mu) we wszystkich kosmetykach mogacych zawie-
raé te rozpuszczalniki.

2. Definicja

Zawartos$¢ dichlorometanu i 1,1,1-trichloroetanu
w probce wyrobu oznaczana zgodnie z tg3 metoda
jest wyrazona w procentach masowych.

3.Zasada

W metodzie uzywana jest chromatografia gazowa
z chloroformem jako wewnetrznym standardem.

4. Odczynniki

Wszystkie odczynniki muszg by¢ czystosci analitycz-
nej.

4.1. Chloroform (CHCI;)

4.2. Czterochlorek wegla (CCl,)

4.3. Dichlorometan (CH,Cl,)
4.4.1,1,1-Trichloroetan (CH;CCl,)

4.5. Aceton

4.6. Azot

5. Aparatura

5.1. Typowe wyposazenie laboratoryjne

5.2. Chromatograf gazowy wyposazony w detektor
przewodnictwa termicznego

5.3. Butelka do przenoszenia 50 do 100 ml
5.4. Cisnieniowa strzykawka gazowa, 25 lub 50 pl
6. Procedura

6.1. Prébka pod normalnym cisnieniem: odwazyé do-
ktadnie probke w kolbie stozkowej zamykanej kor-
kiem. Wprowadzi¢ doktadnie zwazong ilosé chlo-
roformu (4.1) jako standard wewnetrzny réwno-
wazny przewidywanej ilosci dichlorometanu
i 1,1,1-trichloroetanu zawartych w probce. Doktad-
nie wymieszac.

6.2. Prébka pod zwiekszonym cisnieniem: zastosowaé
metode pobierania probek opisang w rozdziale
o pobieraniu prébek, ale z nastepujagcymi popraw-

kami:

6.2.1. Po przeniesieniu prébki do butelki do przenosze-
nia (5.3.) wprowadzi¢ nastepnie do tej butelki
pewng objetosé chloroformu (4.1.) jako standard
wewnetrzny réwnowazny przewidywanej ilosci
dichlorometanu i/lub 1,1,1-trichloroetanu zawar-
tych w probce. Doktadnie wymieszaé. Przemy¢
martwg objeto$¢ zaworu 0.5 ml czterochlorku
wegla (4.2.). Po wysuszeniu oznaczyé¢ doktadnie
dodang mase standardu wewnetrznego jako réz-
nice.

6.2.2. Po napetnieniu strzykawki probka dysza strzy-
kawki powinna by¢ przeptukana azotem (4.6.),
tak aby zadna pozostato$é prébki nie zostata

w niej przed wprowadzeniem do chromatografu.

6.2.3. Po kazdym pobraniu préobki powierzchnia zawo-
ru i cze$¢ przenoszaca powinny byé przeptukane
kilkakrotnie acetonem (4.5.) (z uzyciem strzykaw-
ki do iniekcji podskdérnych) i wysuszone doktad-

nie azotem (4.6.).

6.2.4. Dla kazdej analizy nalezy wykonaé¢ pomiary z uzy-
ciem dwoch réznych butelek do przenoszenia
i powtarzac pieciokrotnie pomiary dla kazdej bu-

telki.
7.Warunki analizy chromatograficznej

7.1. Kolumna wstegpna: potaczenia rurowe: stal nie-
rdzewna, dtugosé: 300 mm, srednica: 3 lub 6 mm.
Wypetnienie: to samo, ktére jest uzywane do wy-
petnienia kolumny analityczne;j.

7.2. Kolumna

Faza stacjonarna jest przygotowana z Hallcomidu
M18 osadzonego na chromosorbie. Kolumna po-
winna mieé¢ zdolnos$é rozdzielcza ,,R” réwng lub
wyzszag niz 1,5

d(r,-r,)
—p2 1
W, +W,
oznaczono:
ryir, =czasy retencji (w minutach)

W, i W, = szerokos¢ pikow w potowie wysokosci
(w milimetrach)

d = szybkos$¢ przesuwu papieru (w milime-
trach na minute)
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7.3 Ponizsze (przyktadowe) kolumny spetniajg wymagania metody:

7.4
Kolumna | Il
materiat: rurka ze stali nierdzewnej rurka ze stali nierdzewnej
dtugosé: 350 cm 400 cm
$rednica: 3 mm 6 mm
nosnik:
chromosorb: WAW WAW-DMCS-HP

analiza sitowa: 100 do 120 mesh

faza stacjonarna:

Hallcomid M18, 10%

60 do 80 mesh
Hallcomid M18, 20%

Warunki temperaturowe moga sie roznié¢ zaleznie od aparatu. W przyktadach ustalono je nastepujaco:

Kolumna: |
temperatury:
kolumna: 65°C
dozownik: 150°C
detektor: 150°C
gaz nosny:
szybkosé przeptywu helu: 45 ml/min
ci$nienie wlotowe: 2,5 bara
dozowanie: 15 ul

8. Mieszanina do ustalenia wspdtfczynnika ko-
rekcyjnego
Sporzadzi¢ nastepujacg doktadnie odwazong mie-
szanine w kolbie stozkowej z korkiem: dichlorome-
tan (4.3.) 30% (m/m), 1,1,1-trichloroetan (4.4.), 35%
(m/m), chloroform (4.1.), 35% (m/m).

9. Obliczenia

9.1. Obliczenie wspdfczynnika korekcyjnego substancji
,p” w stosunku do substancji ,a” wybranej jako
standard wewnetrzny

Poda¢ najpierw substancje oznaczong ,p”, gdzie:

kp = jej wspotczynnik korekcyjny,
m, = jej masa w mieszaninie,
Ap = powierzchnia jej piku,
Poda¢ nastepnie substancje ,a”, gdzie:
k, =jej _wspé,fc,;zynnik odpowiedzi (przyjety
za jednosé),
M, =jej masa w mieszaninie,
A, =powierzchnie jej piku,
) m, XA,
nastepnie kK =——W
P M, xAp

75°C
125°C
200°C

60ml/min
2 bary
15 ul

Jako przyktady otrzymano nastepujace wspotczyn-
niki korekcyjne (dla chloroformu k = 1)

Dichlorometan: k, =0,78 +0,03
1,1,1-trichloroetan:  k, = 1,00+ 0,03

9.2. Obliczy¢ % (m/m) dichlorometanu i 1,1,1-trichloro-
etanu w analizowanej probce:

Przyjeto:
m, = masa (w gramach) wprowadzonego chlo-
roformu,
M, = masa (w gramach) analizowanej probki,
A, = powierzchnia piku chloroformu,
A, =powierzchnia piku dichlorometanu,
A, = powierzchnia piku 1,1,1-trichloroetanu,

nastepnie:

m, x A; x k; x 100
% (m/m) CH,CI, =

A, x M

m, X A, x k, x 100

% (m/m) CH,;CCl; = FNTY
a X S
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Xl. Oznaczanie rezorcyny w szamponach i ptynach do wtosow

1.Cel i zakres

Metoda podaje opis oznaczania rezorcyny metoda
chromatografii gazowej w szamponach i ptynach do
wiosdw. Metoda jest odpowiednia dla stezeh od
0,1 do 2,0% masowych w prébce.

2. Definicja

Zawartos$¢ rezorcyny w probce okreslona tg metoda
jest wyrazana jako procent masowy.

3.Zasada

Rezorcyna i 3,5-dihydroksytoluen (5-metylorezorcy-
na) dodawany jako standard wewnetrzny sg wydzie-
lone z probki metodg chromatografii cienkowarstwo-
wej. Oba zwiazki sg izolowane przez zdrapywanie ich
plam z ptytki cienkowarstwowej i ekstrahowanie me-
tanolem. Na zakonhczenie ekstrahowane zwigzki su-
szy sig, sililuje i oznacza metoda chromatografii ga-
zowej.

4.0dczynniki

Wszystkie odczynniki muszg by¢ czystosci analitycz-
nej

4.1. Kwas solny 25% (m/m)
4.2. Metanol
4.3. Etanol 96% (v/v)

4.4. Gotowe ptytki do chromatografii cienkowarstwo-
wej (TLC) (pokryte zelem krzemionkowym, tworzy-
wowe lub aluminiowe) ze wskaznikiem fluorescen-
cyjnym. Nalezy dezaktywowacé ptytki w nastepujg-
cy sposob: spryska¢ zwykte pokryte zelem krze-
mionkowym ptytki woda do chwili, az stang sie
szkliste. Pozostawié spryskane ptytki do wyschnie-
cia w temperaturze pokojowej na jedng do trzech
godzin.

Uwaga. Jesli ptytki nie zostang zdezaktywowane,
moga wystgpi¢ straty rezorcyny na skutek nieod-
wracalnej adsorpcji na zelu krzemionkowym.

4.5. Roztwér rozwijajgcy:  aceton-chloroform-kwas

octowy (20 : 75 : 5 obj.)
Standardowy roztwér rezorcyny: rozpusci¢ 400 mg

rezorcyny w 100 ml 96 % etanolu (4.3.) (1 ml odpo-
wiada 4 000 pg rezorcyny).

4.6.

4.7. Roztwor standardu wewnetrznego: rozpuscié
400 mg 3,b-dihydroksytoluenu (DHT) w 100 ml

96% etanolu (4.3.) 1 ml odpowiada 4 000 ug DHT).

Mieszanina standardowa: zmieszaé¢ 10 ml roztwo-
ru(4.6.) i 10 ml roztworu (4.7.) w 100 ml kolbie mia-
rowej, uzupetnié 96% etanolem (4.3.) do kreski
i wymieszaé (1 ml odpowiada 400 pg rezorcyny
i 400 ug DHT).

4.9. Srodki sililujace:

4.8.

4.9.1. N,O-bis-(trimetylosililo)tréjfluoroacetamid
(BSTFA)

4.9.2. Szesciometylodisilazan (HMDS)
4.9.3. Trimetylochlorosilan (TMCS)
5. Aparatura

5.1. Zwykte wyposazenie do chromatografii cienko-
warstwowej i gazowej

5.2. Szkto laboratoryjne
6. Procedura
6.1. Przygotowanie probek

6.1.1. Zwazy¢ doktadnie do 150 ml zlewki prébke ana-
lityczng (m gramow) produktu, ktora zawiera
okoto 20 do 50 mg rezorcyny.

6.1.2. Zakwaszaé¢ kwasem solnym (4.1.) dopdki miesza-
nina nie stanie sie kwasna ($rednio potrzeba 2 do
4 ml), dodaé 10 ml (40 mg DHT) roztworu stan-
dardu wewnetrznego (4.7.) i wymieszaé. Prze-
nies¢ z etanolem (4.3.) do 100 ml kolby miarowej,

uzupetnié do kreski etanolem i wymieszad.

. Nanies¢ 250 pl roztworu (6.1.2.) na zdezaktywo-
wang ptytke z zelem krzemionkowym (4.4.) jako
ciggta linie o dtugosci okoto 8 cm. Nalezy zadba¢é
o to, aby otrzymac linie tak waska, jak jest to
mozliwe.

6.1.4. Naniesé 250 pyl mieszaniny standardowej (4.8.)

na te sama ptytke w ten sam sposéb (6.1.3.).

6.1.5. Nakropli¢ w dwdéch punktach linii poczatkowe;j
po 5 ul kazdego z roztwordéw (4.6. i 4.7.) dla uta-

twienia umiejscowienia po rozwinieciu ptytki.

. Rozwija¢ ptytke w komorze bez arkusza bibuty
(niewysyconej) zawierajacej rozpuszczalnik roz-
wijajacy (4.5.) do chwili, kiedy czoto rozpuszczal-
nika osiggnie linig w odlegtosci 12 cm od linii po-
czatkowej; zwykle trwa to okoto 45 minut. Wysu-
szy¢ ptytke na powietrzu i umiejscowié strefe re-
zorcyny/DHT w $wietle nadfioletowym o krétkich
falach (254 nm). Te dwa zwigzki maja zwykle te
same wartosci Rf. Oznaczyé pasma oféwkiem
w odlegtosci 2 mm od zewnetrznej linii brzego-
wej pasm. Usunac te strefy z ptytki i zebraé¢ ad-
sorbent z kazdego pasma w kolbie 10 ml.

6.1.7. Ekstrahowac¢ adsorbent zawierajacy prébke i ad-
sorbent zawierajagcy mieszanine standardowa,
kazdy w nastepujgcy sposéb: dodaé¢ 2 ml meta-
nolu (4.2.) i ekstrahowac¢ w ciggu jednej godziny
z ciggtym mieszaniem. Przesaczy¢ mieszanine
i powtorzyc¢ ekstrakcje w ciggu dalszych 15 minut

z 2 ml metanolu.

. Potgczyé ekstrakty i odparowaé rozpuszczalnik,
suszgc przez noc w eksykatorze prézniowym za-
wierajagcym odpowiedni srodek suszacy. Nie ko-
rzystac¢ z zadnego ogrzewania.

6.1.9. Sililowaé¢ pozostatos¢ (6.1.8.), jak wskazano

w punkcie 6.1.9.1.1 6.1.9.2.

6.1.9.1. Doda¢ 200 pl BSTFA (4.9.1.) mikrostrzykawka
i pozostawié mieszaning w zamknietym naczy-
niu na 12 godzin w temperaturze pokojowe;.

6.1.9.2. Doda¢ 200 pl HMDS (4.9.2.) i 100 pyl TMCS
(4.9.3.) mikrostrzykawka i ogrzewac¢ mieszani-
ne w ciggu 30 minut w 60°C w zamknietym na-
czyniu. Schtodzi¢ mieszanine.

6.2. Chromatografia gazowa
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6.2.1. Warunki chromatograficzne

Kolumna musi mie¢ zdolnos$¢ rozdzielcza R réw-
na lub lepsza niz 1,5, gdzie:

R_ 2d'(r,— )
oWt w,
w ktérym:
ryiry — czasy retencji w minutach dwoch
pikéw,
w,iw, — szerokoscitych dwoch pikéw w po-
towie wysokosci, w mm,
d — szybko$¢ przesuwu papieru w mm

na minute.

Nastepujgce kolumny i warunki chromatografii
gazowej uznano za odpowiednie:

Kolumna — materiat: stal kwasoodporna, dtu-
gosé 200 cm, Srednica wewnetrzna: ~ 3 mm, wy-
petnienie: 10% OV-17 na Chromosorbie WAW
100 do 120 mesh.

Detektor ptomieniowo-jonizacyjny — temperatu-
ry: kolumna 185°C (izotermiczna), detektor
250°C, dozownik 250°C, gaz no$ny — azot, prze-
ptyw 45 ml/min.

Dla ustawienia przeptywoéw wodoru i powietrza
nalezy przestrzegac instrukcji producentéw.

6.2.2. Wprowadzié¢ strzykawka 1 do 3 pl roztwordow
otrzymanych w punkcie 6.1.9. do chromatografu

gazowego. Wykona¢ pieé injekcji dla kazdego
roztworu (6.1.9.), zmierzy¢ powierzchnie pikéw,
obliczy¢ srednig wartos$é i stosunek powierzchni
pikéw: S = powierzchnia pikéw rezorcyny/po-
wierzchnia piku DHT.

7. Obliczenia

Stezenie rezorcyny w probce, wyrazone w procen-
tach masowych (% m/m) jest wyrazone przez wzor:

4 S proébki
% (m/m) rezorcyny = — X
M S mieszaniny standartowej
w ktérym:
M — probka analityczna w gramach
(6.1.1.)
S prébki — éredni stosunek powierzchni pi-

kéw wedtug 6.2.2. dla
prébki
S mieszaniny — $redni stosunek powierzchni pi-
standardowej kéw wedtug 6.2.2. dla mieszaniny
standardowe;.

roztworu

8. Powtarzalnosé

Dla zawartosci rezorcyny okoto 0,5% réznica miedzy
wynikami dwu réwnolegtych oznaczeh wykonanych
dla tej samej probki nie powinna przekroczyé warto-
$ci absolutnej 0,025%.

XIl. Oznaczanie metanolu w stosunku do etanolu lub propan-2-olu

1.Cel i zakres

Metoda opisuje analize metanolu metodg chromato-
grafii gazowej we wszystkich kosmetykach (tacznie
z aerozolowymi). Oznacza¢ mozna wzgledne pozio-
my stezen od 0 do 10%.

2. Definicja

Zawarto$¢ metanolu oznaczana tg metodg wyrazana
jest w procentach masowych metanolu w stosunku
do etanolu lub propan-2-olu.

3.Zasada

Oznaczenie wykonuje sie metodg chromatografii ga-
zowej.

4. Odczynniki
Nalezy uzywaé odczynnikdw analitycznych.
4.1. Metanol
4.2. Absolutny etanol
4.3. Propan-2-ol

4.4. Chloroform, z ktérego usunieto alkohole przez ptu-
kanie woda

5. Aparatura

5.1. Chromatograf gazowy z detektorem katarome-
trycznym dla aerozoli, z detektorem ptomieniowo-
-jonizacyjnym dla prébek nieaerozolowych.

5.2. Kolby miarowe, 100 ml
5.3. Pipety, 2 ml, 20 ml, od 0 do 1 ml

5.4. Mikrostrzykawki 0 do 100 pl i 0 do 5 pl (tylko dla
prébek aerozolowych), specjalne szczelne gazowe
strzykawki z zaworem suwakowym.

6. Procedura
6.1. Przygotowanie probek

6.1.1. Prébki wyrobéw aerozolowych sg przygotowy-
wane i nastepnie analizowane metodg chroma-
tografii gazowej w warunkach jak w punkcie
6.2.1.

. Prébki wyroboéw nieaerozolowych przygotowy-
wane wedtug wymienionego powyzej rozdzia-
tu Il sg rozciehczane wodg do poziomu stezenia
od 1 do 2% etanolu lub proan-2-olu i nastepnie
analizowane metoda chromatografii gazowej
w warunkach jak w punkcie 6.2.2.

6.2. Chromatografia gazowa
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6.2.1. Dla probek aerozolowych uzywany jest detektor
katarometryczny

6.2.1.1.

6.2.1.2.

6.2.1.3.

Wypetnienie kolumny: 10% Hallcomid M 18 na
Chromosorbie WAW 100 do 200 mesh

Kolumna musi mie¢ zdolnosé
R réwna lub lepsza niz 1,5, gdzie:

rozdzielcza

dr,-dr,
- Wi+ W,

w ktorej:

rir, —czasy retencji w minutach dla
dwoch pikow

w, iw, — szeroko$¢tych dwodch pikéw w po-
tfowie wysokosci

d — szybko$¢ przesuwu papieru w mm
na minute

Nastepujgce warunki pozwalajg na uzyskanie
tego rozdziatu:

Kolumna: materiat — stal kwasoodporna, dtu-
gos$é 3—b5 metrow, $srednica — 3 mm,

Natezenie pradu mostka katarometru

150 mA,

Gaz nosny — hel, ci$nienie — 2,5 bara, prze-
ptyw — 45 ml/min,

Temperatury: dozownik 150°C, detektor 150°C,
piec kolumny 65°C.

Doktadno$¢ pomiaréw powierzchni pikow
mozna poprawié¢ poprzez zastosowanie inte-
gracji elektroniczne;j.

6.2.2. Dla prébek nieaerozolowych

6.2.2.1.

Wypetnienie kolumny: Chromosorb 105 lub
Porapak QS i uzywa sie detektora ptomienio-
wo-jonizacyjnego.

6.2.2.2.

6.2.2.3.

Kolumna musi mieé¢ zdolnosé
R réwna lub lepsza niz 1,5, gdzie:

rozdzielcza

dr,-dr,

W, + W,

R=2

— czasy retencji, w minutach dla
dwéch pikow,
w, i w, — szerokoscitych dwoch pikow w po-
towie wysokosci ,w mm
d — szybko$¢é  przesuwu
w mm na minute.

rpir,

papieru,
Rozdziat uzyskano w nastepujgcych warun-
kach:

Kolumna: materiat — stal kwasoodporna, dtu-
gos$¢ — 2 metry, Srednica — 3 mm,

Czutosé elektrometru: 8 x 10-10A,

Gaz nosny: azot, cisnienie — 2,1 bara, przeptyw
— 40 ml/min,

Gaz pomocniczy: wodor, cisnienie — 1,5 bara,
przeptyw — 20 ml/min,

Temperatury: dozownik — 150°C, detektor —
230°C, piec kolumny 120 do 130°C.

7. Standardowy wykres

7.1. Do

wykonania analizy metodg chromatografii ga-

zowej wedtug 6.2.1. (kolumna Hallcomid M 18) na-
lezy uzywaé ponizszych mieszanin standardo-
wych. Mieszaniny przygotowuje sie przez odmie-
rzenie pipetami, jednak nalezy ustali¢ doktadna
ilosé sktadnika przez bezposrednie zwazenie pipe-
ty lub kolby po kazdym dodaniu sktadnika.

Stezenie wzgledne Metanol Etanol lub propan-2-ol (ml) | Woda dodana do objetosci
(m/m %) (ml)
W przyblizeniu 2,5 0,5 20 100
W przyblizeniu 5,0 1,0 20 100
W przyblizeniu 7,5 1,5 20 100
W przyblizeniu 10,0 2,0 20 100
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Whprowadzié¢ 2 do 3 pl do chromatografu, stosujac
warunki podane w punkcie 6.2.1. Obliczy¢ stosu-
nek powierzchni pikéw (metanol/etanol) lub (me-
tanol/propan-2-ol) dla wszystkich mieszanin. Wy-
kresli¢ standardowy wykres z uzyciem oznaczenh:

0S X: % metanolu w stosunku do etanolu lub
propan-2-olu,

0S Y: stosunek powierzchni pikow (metanol/eta-
nol) lub (metanol/propan-2-ol).

7.2. Dla wykonania analizy metodg chromatografii ga-
zowej wedtug punktu 6.2.2. (kolumna Porapak QS
lub Chromosorb 105) nalezy uzywaé ponizszych
mieszanin standardowych. Mieszaniny przygoto-
wuje sie przez odmierzanie mikrostrzykawka i pi-
peta, jednak nalezy ustali¢ doktadna ilo$¢ sktadni-
ka przez bezposrednie zwazenie pipety lub kolby
po kazdym dodaniu sktadnika.

Stezenie wzgledne Metanol Etanol lub propan-2-ol | Woda dodana do objetosci
(m/m %) (uh (ml) (ml)
W przyblizeniu 2,5 50 2 100
W przyblizeniu 5,0 100 2 100
W przyblizeniu 7,5 150 2 100
W przyblizeniu 10,0 200 2 100

Wprowadzi¢ 2 do 3 pyl do chromatografu, stosu-
jac warunki podane w punkcie 6.2.2. Obliczyé
stosunek powierzchni pikéw (metanol/etanol)
lub (metanol/propan-2-ol) dla wszystkich mie-
szanin. Wykresli¢ standardowy wykres z uzyciem
oznaczen:

0S X: % metanolu w stosunku do etanolu lub
propan-2-olu,

0S Y: stosunek powierzchni pikéw (metanol/eta-
nol) lub (metanol/propan-2-ol).

7.3. Standardowy wykres musi by¢ linig prosta
8. POWTARZALNOSC

Dla zawartos$ci metanolu 5% w stosunku do etanolu
lub propan-2-olu réznica miedzy wynikami dwdch
rownolegtych oznaczeh wykonanych dla tej samej
préobki nie powinna przekraczac¢ 0,25%.



