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Muudetud jargmiste aktidega
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24.04.2002 RTL 2002, 54, 791 06.05.2002

«Rahvatervise seaduse» (RT 11995, 57, 978; 1996, 3, 56; 49, 953; 1997, 37/38, 569; 1999, 30, 415; 88, 804)
paragrahvi 8 16ike 2 punkti 13 alusel j ja arvestades Euroopa Uhenduste Noukogu direktiivi 76/768/EMU (EUTL
262, 27.09.76) ning Euroopa Uhenduste Komisjoni direktiive 80/1335/EMU (EUT L 383, 31.12.80), 82/434/
EMU (EUT L 185, 30.06.82), 83/514/EMU (EUT L 291, 24.10.83), 85/490/EMU (EUT L 295, 07.11.85),
87/143/EMU (EUT L 57,27.02.87), 90/207/EMU (EUT L 108, 28.04.90), 93/73/EMU (EUT L 231, 14.09.93),
95/32/EU (EUT L 178, 28.07. 95), 96/45/EU (EUT L 213, 22. 08. 96) sotsiaalminister méérab:

1. Kosmeetikatoodete terviseohutust hinnatakse:
[RTL 2002, 54, 791 — jSust. 06.05.2002]

1) Vabariigi Valitsuse 26. novembri 1997. a maédrusega nr 228 (RT 1 1997, 94, 1570; 1999, 37, 479) kehtestatud
kohustusliku infopanga andmete kontrollimise alusel ja

2) kosmeetikatoodete koostisele kehtestatud nduete ja kosmeetikatoodetest voetud proovide laboratoorse
analiilisi tulemuste vordlemise alusel.

[RTL 2002, 54, 791 — jdust. 06.05.2002]

2. Kéesolev méidrus kehtestab kosmeetikatoodete terviseohutuse kontrollimiseks (edaspidi kontrollimiseks)
proovide votmise, nende pakendamise, mirgistamise, sdilitamise, analiiliside tegemise ning sellekohaste
dokumentide koostamise korra.

[RTL 2002, 54, 791 — jdust. 06.05.2002]

3. Kéesolevas méaruses kasutatakse jargmisi mdisteid:
1) tootepakend (ingl container) —pakend, mis sisaldab kosmeetikatooteid ja on kosmeetikatoodetega vahetus ja
pidevas kontaktis;

[RTL 2002, 54, 791 — jdust. 06.05.2002]

2) valim (ingl basic sample) —miiligiks ettendhtud partiist analiiiisiks voetud tootepakend voi kosmeetikatoote
kogus;

[RTL 2002, 54, 791 — jdust. 06.05.2002]

3) koondproov (ingl total sample) —ithesuguste partiinumbritega valimite kogusumma;

4) laboriproov (ingl laboratory sample) —koondproovist voetud kogus analiiiisiks iihes konkreetses laboris;
5) katsekogus (ingl test portion) —laboriproovist voetud kogus, mis on vajalik vahetuks analiiiisiks;

6) vastuproov —proov, mis voetakse proovivotja poolt omaniku ndudel ja samade nduete kohaselt kui
koondproov ja mis jadb omaniku késutusse.

4. Proovi votmise digus on asjakohase ettevalmistusega spetsialistil (edaspidi proovivétja). Proovi vdetakse
tootmise ja turustamise kdigus ning ilu- ja isikuteenindusettevotetes.
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5. Proovi voetakse juhusliku valiku teel tootja enesekontrolli voi riikliku jérelevalve kava alusel ning
erakorraliselt jarelevalve ajal avastatud nouetele mittevastavuse, tekkinud kahtluse voi esitatud kaebuse korral.

6. Proovivotja vGtab proovi toote omaniku, haldaja, valdaja, nende ametlikult volitatud esindaja (edaspidi toote
esindaja) vo1 nimetatud isikute mittekohaloleku korral kahe tunnistaja juuresolekul.

7. Proovivotja lepib enne proovi votmist laboriga kokku proovide arvu ja koguse, vajalike analiiiiside,
proovivotu tapsete juhiste ning proovide lileandmise aja suhtes.

8. Proovivotja tagab proovi siilitamise, transportimise ja laborile lileandmise.

9. Proovivotja vormistab kahes eksemplaris proovivotu protokolli, millest iiks jadb toote esindajale ja teine
proovivotjale vai jarelevalveametnikule.

10. Protokollis peavad olema jargmised andmed:

1) proovivdtja asutus —nimi, registreerimisnumber, aadress, telefon;

2) proovivotukoht (asutuse/ettevotte nimi, aadress, registreerimisnumber, vajadusel tdpsustada ettevotluse liik:
tootmine, hulgimiiiik, jaemiiiik, iluteenus jt);

3) proovivatu kuupiev ja kellaaeg;

4) protokolli number;

5) toote juriidilisest isikust esindaja asutuse/ettevdtte nimi, aadress, registreerimisnumber, telefon voi toote
fiitisilisest isikust esindaja ees- ja perekonnanimi, isikukood/siinniaeg, elukoht, telefon;

6) toote (millest vietakse proov) nimetus, tootjat identifitseerivad andmed;

7) proovivatu pdhjus —plaaniline, kaebuse alusel, kahtluse korral jms;

8) toote hoiutingimuste kirjeldus (koht ruumis, temperatuur);

9) toote valmistamise aeg ja minimaalne siilitusaeg;

10) partii suurus —hangitud kogus ja olemasolev kogus;

11) prooviks voetud tootepakendite arv v3i kosmeetikatoote kogus;

[RTL 2002, 54, 791 — jdust. 06.05.2002]

12) vdetud proovi maksumus toote esindaja poolt kehtestatud hinnakirja alusel;

13) selgitused proovi sidilitamise, transportimistingimuste, proovijadkide tagastamise kohta jms;
14) proovile antud tunnuskood;

15) proovivotja nimi (triikitdhtedega) ja allkiri;

16) toote esindaja voi tunnistajate nimed (triikitdhtedega) ja allkirjad.

11. Kosmeetikatoode voetakse prooviks voimaluse korral originaalpakendis ja saadetakse laborisse avamata.
Kui kosmeetikatoode on pakendatud suuremahulisse tootepakendisse, voib prooviks vajaliku koguse
kosmeetikatoodet votta proovivotja ndusse.

[RTL 2002, 54, 791 — jdust. 06.05.2002]

12. Proovivotundu ja -vahendid peavad vastama asjaomase analiilisimeetodi nduetele.

13. Koondproovist moodustatakse kaks paralleelset laboriproovi.

14. Iga proov varustatakse proovivotukohas vee- ja kulumiskindla tunnuskoodiga, mis kantakse protokolli.

15. Vdetud proovid peavad olema pakendatud selliselt, et oleks tagatud nende sdilivus. Pakend plommitakse voi
pitseeritakse proovivotja poolt.

16. Proovi hoitakse mérgistusel vdi saatedokumentidel esitatud tingimuste kohaselt. Kui toote mérgistusele voi
saatedokumentidele ei ole mirgitud séilitustingimusi, siis hoitakse proovi pimedas ja temperatuuril 10-25 C.

17. Proovi tileandmiseks laborile koostab proovivotja saatekirja, mille koopia jadb proovivotjale.

18. Saatekirjas peavad olema jargmised andmed:

1) saatekirja number ja proovivétu protokolli number;

2) proovivdtja asutuse nimi;

3) proovivdtja nimi, ametikoht ja kontaktandmed,

4) proovi nimetus ja tunnuskood;

5) proovivatu kuupéev ja kellaaeg;

6) prooviks voetud tootepakendite arv vdi kosmeetikatoote kogus;

[RTL 2002, 54, 791 — jdust. 06.05.2002]

7) tellitud niitajate loetelu;

8) selgitused proovijddkide ja paralleelproovi tagastamise kohta omanikule;
9) proovi iileandja nimi, allkiri;

10) proovi laborile iileandmise aeg;

11) labori nimetus, asukoht, telefon;
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12) proovi vastuvotja nimi (trikkitdhtedega), allkiri;

13) proovi seisund vastuvotmisel;

14) laboris proovile antud kood.

19. Proovi vastuvdtmisel laboris hinnatakse proovi seisundit, puutumatust ja vastavust saatekirjale.

20. Laboril on digus keelduda proovi vastuvdtmisest, kui kinnipitseeritud proovide pakend on avatud,
kahjustatud v&i muul viisil ei ole kinni peetud séilitamis- ja transportimistingimustest. Keeldumise korral
koostatakse asjakohane akt ning informeeritakse sellest proovivotjat.

21. Proov valmistatakse laboris mikrobioloogiliseks uuringuks ette lisas 1 kehtestatud korras.
Mikrobioloogilised uuringud tehakse lisas 2 kirjeldatud meetodite kohaselt.

22. Proov valmistatakse laboris keemiliseks analiiiisiks ette lisas 3 kehtestatud korras. Keemilised analiitisid
tehakse lisades 4-39 kirjeldatud madramismeetodite kohaselt.

23. Kui kosmeetikatoote nduetekohasuse hindamiseks puuduvad kidesoleva mééruse lisades miadramismeetodid,
siis kasutatakse teaduslikult pdhjendatud ja rahvusvahelistele nduetele vastavaid meetodeid.

[RTL 2002, 54, 791 — jdust. 06.05.2002]

24. Laborisisesed ja laboritevahelised korratavuse ja reprodutseeritavuse katsed viiakse 1dbi ISO 5725 jargi.

25. Labor véljastab katseprotokolli tellijale voi jarelevalveametnikule analiiiisi 16petamisele jargneval toopéaeval.
26. Analiiiisi tegemisel jarelejainud proovijddke ja paralleelproove séilitatakse laboris analiilisitulemuste
vaidlustamise tihtaja Idppemiseni «Rahvatervise seaduse» paragrahvi 17 kohaselt vdi toote realiseerimisaja
16ppemiseni.

27. Jarelevalveametnik teavitab laborit analiiiisitulemuste vaidlustamisest ja vaidlustamise tdhtacgadest.

28. Jarelevalveametnik teeb kosmeetikatoote terviseohutuse kohta otsuse hiljemalt kolmandal to6pdeval parast
katseprotokolli saamist. Kirjalikult vormistatud otsus véljastatakse toote esindajale jargmisel toopéaeval.

[RTL 2002, 54, 791 — jdust. 06.05.2002]

Minister Eiki NESTOR

Kantsler Hannes DANILOV

Lisa 1
sotsiaalministri
23. detsembri 1999. a
madruse nr 91 juurde

KATSEKOGUSE ETTEVALMISTAMINE MIKROBIOLOOGIALABORIS

1. ULDOSA
1.1. Voimaluse korral analiiiisida iga valimit eraldi. Kui iihe valimi kogus on analiiiisiks liiga viike, siis vGtta
mikrobioloogiliseks uurimiseks vajaliku koguse saamiseks vahim vdimalik arv valimeid, mis ihendada aseptika
ndudeid arvestades koondprooviks ja segada hoolikalt 14bi.
1.2. Enne kosmeetikatoote tootepakendi vdi proovindu avamist desinfitseerida avamiskoht kas leegi voi
piiritusega, avada ja votta steriilsete todvahenditega aseptika ndudeid arvestades uurimiseks vajalik kogus
kosmeetikatoodet. Voetud katsekoguse uurimist alustada kohe.
[RTL 2002, 54, 791 — jdust. 06.05.2002]
1.3. Kui esialgselt homogeenne toode on kihistunud, siis tuleb ta enne katsekoguse votmist homogeniseerida.

Kreeme, salve ja teisi pooltahkeid voi tahkeid kosmeetikatooteid v3ib vajadusel eelnevalt soojendada
proovindus veevannil 23-28 °C juures. Lasta jahtuda toatemperatuurini perioodiliselt segades.
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[RTL 2002, 54, 791 — jdust. 06.05.2002]

1.4. Kui kosmeetikatoodet turustatakse sellisel kujul voi viisil, et teda ei saa késitleda antud juhendi kohaselt,
siis kasutada proovivdtul selleks sobivat protseduuri, mille tédpne kirjeldus lisada analiiiisi aruandesse.

[RTL 2002, 54, 791 — jdust. 06.05.2002]
2. VEDELA KOSMEETIKATOOTE ETTEVALMISTAMINE
[RTL 2002, 54, 791 — jdust. 06.05.2002]

2.1. Vedel kosmeetikatoode v3ib esineb dli-, alkoholi- voi vesilahusena (tualettvesi, losjoon, piim jt) ja iildjuhul
on see pakendatud pudelisse, ampulli voi tuubi.

[RTL 2002, 54, 791 — jdust. 06.05.2002]

2.2. Katsekoguse vOtmine:

2.2.1. raputada tootepakendit voi proovindud energiliselt;

2.2.2. desinfitseerida avamiskoht ja selle iimbrus;

2.2.3. avada pakend laminaarboksis vdi leegi juures;

2.2.4. votta aseptiliselt vajalik katsekogus ja sulgeda tootepakend voi proovindu.

3. POOLTAHKE KOSMEETIKATOOTE ETTEVALMISTAMINE
[RTL 2002, 54, 791 — jdust. 06.05.2002]

3.1. Pooltahke kosmeetikatoode vdib esineda pasta, kreemi, salvi, emulsiooni voi geelina ja tildjuhul on see
pakendatud tuubi, pudelisse voi purki.

[RTL 2002, 54, 791 — jdust. 06.05.2002]

3.2. Katsekoguse votmine peene kaelaga tootepakendist:

3.2.1. tootepakendi suue puhastada;

3.2.2. desinfitseerida pakendi suue;

3.2.3. avada pakend laminaarboksis vdi leegi juures;

3.2.4. eemaldada toote pealt ligikaudu 1 cm paksune kiht;

3.2.5. votta aseptiliselt vajalik katsekogus ja sulgeda tootepakend.

Katsekoguse votmine laia kaelaga tootepakendist:

1. tootepakendi suue puhastada;

2. desinfitseerida suudme piirkond;

3. avada pakend laminaarboksis voi leegi juures;

4. eemaldada steriilse tdovahendiga kaapides ligikaudu 1 cm paksune kiht;
5. votta aseptiliselt vajalik katsekogus ja sulgeda tootepakend.

4. TAHKE KOSMEETIKATOOTE ETTEVALMISTAMINE
[RTL 2002, 54, 791 — jdust. 06.05.2002]

4.1. Tahke kosmeetikatoode on tolmpuuder, kompaktpuuder, pulkdeodorant, huulepulk v6i moni teine tahke
toode, mis voib olla pakendatud erinevasse tootepakendisse.

[RTL 2002, 54, 791 — jdust. 06.05.2002]

4.2. Katsekoguse votmine tolmpuudrist:

4.2.1. enne avamist toodet hoolega raputada;

4.2.2. desinfitseerida tootepakendi avamiskoht;

4.2.3. avada tootepakend laminaarboksis v0i leegi juures;
4.2.4. votta aseptiliselt katsekogus.

4.3. Katsekoguse votmine kompaktpuudrist voi teisest tahkest kosmeetikatoodetest:
[RTL 2002, 54, 791 — joust. 06.05.2002]

desinfitseerida tootepakendi avamiskoht;

avada tootepakend laminaarboksis voi leegi juures;

1.
2.
3. steriilsete todvahenditega eemaldada pealmine kiht voimaluse korral kuni 1 cm paksuselt;
4.

4.3.
4.3.
4.3.
4.3.4. aseptiliselt votta katsekogus alumisest kihist ja sulgeda tootepakend.

5. SURVEPAKENDIS KOSMEETIKATOOTE (AEROSOOLTOOTE) ETTEVALMISTAMINE

[RTL 2002, 54, 791 — jdust. 06.05.2002]
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5.1. Enne tootepakendi avamist toodet tugevasti raputada, et erinevad faasid seguneksid.

5.2. Katsekoguse votmine:

5.2.1. desinfitseerida survepakendi aerosoolklapp ja selle timbrus;

5.2.2. aseptiliselt pihustada (vajadusel sobiva tihendusliili kaudu) katsekogus vahepudelisse;
5.2.3. sulgeda vahepudel tihedasti steriilse korgiga.

Lisa 2
sotsiaalministri
23. detsembri 1999. a
mééruse nr 91 juurde

KOSMEETIKATOODETE MIKROBIOLOOGILISE UURIMISE MEETODID
[RTL 2002, 54, 791 — jdust. 06.05.2002]
1. ULDOSA
1.1. Kosmeetikatoodete kvaliteedi mikrobioloogilisel uurimisel tuleb maérata vahemalt jargmised niitajad:
[RTL 2002, 54, 791 — jdust. 06.05.2002]

1.1.1. mesofiilsete aeroobsete mikroorganismide tildarvu mééramine kasvatamise teel;
1.1.2. Enterobacteriaceae esinemine;

1.1.3. Pseudomonas aeruginosa esinemine;

1.1.4. Staphylococcus aureus ‘e esinemine;

1.1.5. Candida albicans i esinemine.

1.2. Mikrobioloogilise uurimise kéigus tuleb:

1.2.1. viltida uuritava materjali kdrvalist saastumist mikroorganismidega, mis mojutaks médramise tulemusi;
1.2.2. vilistada toote antimikroobsete omaduste m&ju avaldumine analiiiisi tulemustele uuritava materjali
lahjendamise, neutraliseerimise voi filtreerimise abil;

1.2.3. mesofiilsete aeroobsete mikroorganismide arvu médiaramiseks kasutada s66tme sisse kiilvamise tehnikat,
s00tme pinnale kiilvamist voi filtrimist jirgneva membraanide s66tmel kasvatamisega;

1.2.4. mikroorganismide eri litke identifitseerida valiksodtmetele kiillvamise meetoditega.

1.3. Materjalid ja reaktiivid

1.3.1. Lahjendusvedeliku ja s66tmete valmistamisel tuleb kasutada koostiselt iihtlase kvaliteedi ja analiiiitilise
puhtusega kemikaale. Kasutatav vesi peab olema destilleeritud klaasseadmes voi desioniseeritud ja vaba
ainetest, mis voivad pidurdada mikroorganismide kasvu katsetingimustes. Vesi peab vastama ISO 3696 jérgi

3. astme noduetele. Dehiidreeritud s66tmete kasutamisel tuleb kinni pidada tootja juhenditest. S66tmete kvaliteeti
tuleb kontrollida vastavalt mikrobioloogialabori kvaliteedi tagamise nduetele (ISO 17025).

1.3.2. Lahjendusvedelikuna kasutada peptoonsoola puhverlahust (pH 7,0).

1.3.3. Vajaduse korral lisada sobivat neutraliseerimisvedelikku, néiteks poliisorbaati 20 vai 80, letsitiini,
tiosulfaati jt.

1.3.4. S66tmetena kasutada mikroobide arvu loendamise agarit (Plate count agar), violettpunase sapiagarit
gliikoosiga (VRB), Sabouraud-dekstroosi agarit, tsetrimiid-nalidikshappega pseudomonaadide agarit (CN-agar)
ja Baird-Parker—i agarit.

1.4. Laboriseadmed ja klaastarvikud:

.4.1. homogenisaator (stomahher) ja sobivad steriilsed plastikkotid;
2. veevann, 45+1 °C;

3. inkubaator, 30+1 °C;

4. inkubaator, 37+1 °C;

5. inkubaator, 25+1 °C;

6. pH-meeter;

7. autoklaav;

8. gradueeritud pipetid,

9. Petri tassid;

10. kolvid v6i pudelid;

11. katseklaasid;

12. pesade loendaja

13. kuumdhukapp ndude steriliseerimiseks;

4.14. filtrimisseade vaakumpumba ja steriilsote membraanidega.

4.
4.
4.
4.
4.
4.
4.
4.
4.
4.
4.
4.

P e e e e e e e

1.5. Mikrobioloogiliseks uurimiseks tuleb votta vihemalt 1 g vai 1 ml (tdpselt moddetud) kosmeetikatoodet,
vajaduse korral ithendada aseptiliselt mitu tootepakendit.
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[RTL 2002, 54, 791 — jdust. 06.05.2002]

1.6. Lahustada voi lahjendada katsekogus sobivas neutraliseerimisvedelikus vahekorras 1:10. Halvasti
mérguvate ainete puhul voib lisada sobiva pindaktiivse aine, nt poliisorbaat 80 lahust (1 g/1).

1.7. Vajaduse korral voib algsuspensioonist sama lahjendusvedelikuga valmistada kiimnendlahjendused
(vastavalt ISO 6887-1983 Microbiology —General guidance for the preparation of dilutions for microbiological
examination), et vahendada toote antimikroobset toimet voi hdlbustada 10—-100 pesa loendamist.

2. MEETODID

2.1. Mesofiilsete aeroobsete mikroorganismide, Candida albicans "1 v0i seente arvu madramine
filtrimismeetodil:

2.1.1. Kasutada membraanfiltreid pooride 1&bimddduga mitte iile 0,45 um. Teha kaks paralleelset uuringut. Filtri
lehtrisse viia 0,1 g katsekogusele vastav uuritav lahjendus ja filtrida kohe. Jargnevalt filter loputada steriilse
pesemislahusega, et otsitavad mikroorganismid jaguneksid ihtlaselt.

2.1.2. Membraan asetada Petri tassi so6tme pinnale nii, et membraani ja s66tme vahele ei jadks dhumullikesi.
2.1.3. Mesofiilsete acroobsete mikroorganismide arvu méadramiseks inkubeerida vastava s66tmega Petri tasse
30+1 °C juures kolm 66péeva ja seente madramiseks Sabouraud-dekstroosi agariga Petri tasse 25+1 °C juures
viis 00pédeva. Inkubeerimisaega voib lithendada juhul, kui on vdimalik saada usaldusviirseid tulemusi juba
varem.

2.1.4. Loendada véljakasvanud pesad.

2.1.5. Arvutada vuritud mikroorganismide arv kosmeetikatoote kaalu- vdi mahuiihikus.

[RTL 2002, 54, 791 — jdust. 06.05.2002]

2.2. Mesofiilsete aeroobsete mikroorganismide, Candida albicans’i voi seente arvu madramine s6otme sisse
kiilvamise (plate count) meetodil:

2.2.1. Steriilse pipetiga viia 1 ml lahjendamata homogenaati vdi selle kiimnendlahjendust tiihja steriilse Petri
tassi pohja. Alustada kdige suuremast valitud lahjendusest ja jatkata madalamate lahjenduste suunas. Sama
pipetiga v3ib analoogselt teha kiilvid kdigist lahjendustest.

2.2.2. Koikidesse Petri tassidesse valada 15 min jooksul 15-20 ml vastavat séodet, mille temperatuur on

45+1 °C. Kohe pérast s66tme pealevalamist segada ringliigutustega Petri tasside sisu hoolikalt kellaosuti
liikumise suunas ja vastupidi.

2.2.3. Ulalkirjeldatu asemel v3ib kasutada ka teist meetodit: viia 0,1 ml katsekogusest voi selle
kiimnendlahjendusest Petri tassi vastava s66tme pinnale ja ajada seal klaasspaatliga iihtlaselt laiali iile kogu
s60tme pinna.

2.2.4. Mesofiilsete acroobsete mikroorganismide méédramise Petri tasse inkubeerida 30+1 °C juures kolm
O00pédeva ja seente madramise tasse 25+1 °C juures viis 66pédeva. Inkubeerimisaega voib lithendada juhul, kui on
voimalik saada usaldusvéirseid tulemusi juba varem.

2.2.5. Loendada véljakasvanud pesad.

2.2.6. Arvutada tulemus nende Petri tasside alusel, millel kasvas mesofiilseid aeroobseid mikroorganisme kuni
300 pesa voi seeni kuni 100 pesa.

2.2.7. Tulemus véljendada uvuritud mikroorganismide arvuna kosmeetikatoote kaalu- voi mahuiihikus.

[RTL 2002, 54, 791 — jSust. 06.05.2002]
2.3. Enterobacteriaceae miaiaramise meetod

2.3.1. Steriilse pipetiga viia 1 ml lahjendamata homogenaati vdi selle kiimnendlahjendust tiihja steriilse Petri
tassi pohja. Alustada kdige suuremast valitud lahjendusest ja jatkata madalamate lahjenduste suunas. Sama
pipetiga v3ib niimoodi teha kiilvid kdigist lahjendustest.

2.3.2. Koikidesse Petri tassidesse valada 15 min jooksul umbes 15 ml VRB agarit, mille temperatuur on

45+1 °C. Ettevaatlikult ringliigutustega segada kiilvikogus s66tmega ja lasta agaril tahkuda.

2.3.3. Kihitada tahkunud s66tmele umbes 4 ml sama s6ddet ja lasta tahkuda.

2.3.4. Inkubeerida timberpdoratud Petri tasse 37+1 °C juures iiks 66péev.

2.3.5. Loendada koik vahemalt 0,5-mm 1dbimodduga tiitipilised pesad. Sugukonda Enterobacteriaceae kuuluvad
bakterid moodustavad sdStmes pretsipitatsioonivoondiga voi ilma selleta pesasid, mille vérvus on roosast
punaseni.

2.3.6. Uuringutulemuste kinnitamiseks teha oksiidaastest ja mikroskopeerida Grami jargi véarvitud preparaat.
Enterobacteriaceae sugukonda kuuluvad bakterid on gramnegatiivsed sirged kepikesed, mis ei moodusta eoseid
ega mikrotsiiste. Nad on fakultatiivselt anaeroobid, oksiidaasnegatiivsed ja fermenteerivad gliikoosi happe
moodustamisega.

2.3.7. Arvutada tulemus kinnitamist leidnud pesade protsendina tassidel kasvanud pesade arvust vastavalt
kasutatud lahjendusastmele.

2.3.8. Tulemus véljendada Enterobacteriaceae arvuna kosmeetikatoote kaalu- voi mahuiihikus.

[RTL 2002, 54, 791 — jdust. 06.05.2002]
2.4. Pseudomonas aeruginosa avastamise meetodid

2.4.1. Katsekogus kiilvata tsetrimiid-agarile punktides 2.1 vdi 2.2 kirjeldatud metoodika jérgi.
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2.4.2. Inkubeerida 37+1 °C juures kaks 66pédeva.

2.4.3. Loendada pesad. Tuiipilised pesad on lamedad, poollébipaistvad ja vérvunud rohekaskollasest kuni
siniseni.

2.4.4. Nende kuuluvuse kinnitamiseks (pr EN ISO12780-1997 jargi) mikroskopeerida Grami jargi vérvitud
preparaat, teha oksiidaastest ja méérata vdime moodustada pigmenti ja ammooniumi atseetamiidist. Vajadusel
voib teha veel tdiendavaid teste.

Pseudomonas aeruginosa on gramnegatiivne eosteta kepike, oksiidaas- ja katalaaspositiivne, tavaliselt
moodustab vees lahustuvat pigmenti ja ammooniumi atseetamiidist.

2.4.5. Tulemus véljendatakse Pseudomonas aeruginosa esinemise voi puudumisena kosmeetikatoote uuritud
koguses.

[RTL 2002, 54, 791 — jSust. 06.05.2002]
2.5. Staphylococcus aureus’e midramise meetodid

2.5.1. Katsekogus kiilvata Baird-Parker'i agarile punktides 2.1 vdi 2.2 kirjeldatud metoodika jargi.

2.5.2. Inkubeerida 37-1 °C juures kuni kaks 66pdeva. Tiiiipilised pesad on mustad, ldikivad, kumerad ja
imbritsetud kitsa ldbipaistmatu voondiga, mida {imbritseb omakorda kitsas 1dbipaistev véond, mis vahel ei ole
histi vilja kujunenud.

2.5.3. Kinnitamiseks mikroskopeerida Grami jargi varvitud preparaat, méérata hemoliiitilised omadused, teha
katalaasi ja koagulaasi testid. Vajadusel voib teha tdiendavaid teste. Staphylococcus aureus’e on grampositiivne
kokk, mis on letsitinaas-, katalaas-, koagulaaspositiivne.

2.5.4. Tulemus véljendada Staphylococcus aureus’e esinemise voi puudumisena kosmeetikatoote uuritud
koguses.

[RTL 2002, 54, 791 — jdust. 06.05.2002]
2.6. Candida albicans i maaramise meetod

2.6.1. Katsekogus kiilvata Sabouraud-dekstroosi so6tmele punktides 2.1 vdi 2.2 kirjeldatud metoodika jargi.
2.6.2. Inkubeerida 25—1 °C juures viis pédeva. Tiilipilised pesad on beezid, kreemjad ja kumerad.

2.6.3. Kinnitamiseks tuleb preparaat mikroskopeerida, vajadusel vdib teha tdiendavaid teste.

2.6.4. Candida albicans i hulka kuuluvad parmiseened, mis moodustavad klamiidospoore ja annavad positiivse
germ-tube-testi.

2.6.5. Tulemus véljendada Candida albicans i esinemise vOi puudumisena kosmeetikatoote uuritud koguses.

[RTL 2002, 54, 791 —jdust. 06.05.2002]
Lisa 3
sotsiaalministri

23. detsembri 1999. a
maéruse nr 91 juurde

KATSEKOGUSE ETTEVALMISTAMINE KEEMIALABORIS
1. ULDOSA

1.1. Vdimaluse korral analiiiisida iga valimit eraldi. Kui valimi kogus on analiiiisiks liiga vdike, votta ndutud
koguse saamiseks vahim vdimalik arv valimeid. Valimid iihendada koondprooviks ja enne katsekoguse votmist
segada hoolikalt 14bi.
1.2. Kosmeetikatoote tootepakend avada ja katsekogus votta viivitamatult parast avamist. Kui keemilise
analiiiisi meetod seda nduab, siis avada tootepakend inertgaasi keskkonnas. Proovi sdilitamiseks sulgeda
tootepakend inertgaasi keskkonnas.
[RTL 2002, 54, 791 — jdust. 06.05.2002]
1.3. Voetud katsekogus tuleb analiiiisida kohe.

1.4. Kosmeetikatoode valmistada analiiiisiks ette tema algsel (vedelal, tahkel v3i pooltahkel) kujul. Kui algselt
homogeenne toode on kihistunud, siis enne katsekoguse votmist tuleb ta uuesti homogeniseerida.

[RTL 2002, 54, 791 — jdust. 06.05.2002]

1.5. Kui kosmeetikatoodet turustatakse sellisel kujul vdi viisil, ettedaei saa késitleda antud juhendi kohaselt, siis
kasutada proovivotul selleks sobivat protseduuri, mille tdpne kirjeldus lisada analiiiisiaruandesse.
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[RTL 2002, 54, 791 — jdust. 06.05.2002]
2. VEDELA KOSMEETIKATOOTE ETTEVALMISTAMINE
[RTL 2002, 54, 791 — jdust. 06.05.2002]

2.1. Vedel kosmeetikatoode esineb 06li-, alkoholi- vdi vesilahusena (tualettvesi, losjoon, piim jt) ja tildjuhul on
see pakendatud pudelisse, ampulli v3i tuubi.

[RTL 2002, 54, 791 — jdust. 06.05.2002]

2.2. Katsekoguse votmine:

2.2.1. energiliselt raputada tootepakendit enne avamist;

2.2.2. avada tootepakend;

2.2.3. valada moni milliliiter vedelikku visuaalseks uurimiseks katsutisse proovivotutehnika tdpsustamiseks;
2.2.4. votta vajalik katsekogus ja sulgeda hoolikalt tootepakend.

3. POOLTAHKE KOSMEETIKATOOTE ETTEVALMISTAMINE
[RTL 2002, 54, 791 — jdust. 06.05.2002]

3.1. Pooltahke kosmeetikatoode esineb pasta, kreemi, emulsiooni v3i geelina ja on tildjuhul pakendatud tuubi,
pudelisse voi purki.

[RTL 2002, 54, 791 — jdust. 06.05.2002]

3.2. Katsekoguse votmine:

3.2.1. peene kaelaga tootepakendist: eemaldada pealt vihemalt 1 cm toodet, siis suruda vilja katseks vajalik
kogus ja kohe sulgeda tootepakend;

3.2.2. laia kaelaga tootepakendist: pinda iihtlaselt kaapides eemaldada pealmine kiht, votta katsekogus ja kohe
sulgeda tootepakend.

4. TAHKE KOSMEETIKATOOTE ETTEVALMISTAMINE
[RTL 2002, 54, 791 — jdust. 06.05.2002]

4.1. Tahke kosmeetikatoode on tolmpuuder, kompaktpuuder, pulkdeodorant, huulepulk voi moni teine tahke
toode, mis voib olla pakendatud erinevasse tootepakendisse.

[RTL 2002, 54, 791 — jdust. 06.05.2002]

4.2. Katsekoguse votmine:

4.2.1. tolmpuudrist: energiliselt raputada tootepakendit enne avamist, seejérel avada ja votta nduetekohane
katsekogus;

4.2.2. kompaktpuudrist voi pulgakujulisest kosmeetikatooteist: tihtlaselt kaapides eemaldada pealmine kiht ja
votta katsekogus alumisest kihist.

[RTL 2002, 54, 791 — jdust. 06.05.2002]
5. SURVEPAKENDIS KOSMEETIKATOOTE (AEROSOOLTOOTE) ETTEVALMISTAMINE
[RTL 2002, 54, 791 — jdust. 06.05.2002]
5.1. Katsekoguse votmine

Survepakendi sisu esindav kogus kanda pérast tugevat raputamist sobiva ithendusliili abil (joon 1, erijuhul vdib
analiiisimeetod nduda teistsuguse ithendusliili kasutamist) {ile plastiga kaetud klaasist vahepudelisse. Vahepudel
on varustatud aerosoolklapiga ilma sukeldustoruta. Katsekoguse iilekandmise ajal hoitakse pudelit klapiga
allapoole, mis voimaldab tegevust visuaalselt kontrollida.

5.2. Analiiiisimiseks vdtta proov iihel jairgmisest neljast viisist:

5.2.1. Kui aerosooltoode on homogeense lahusena valmis vahetuks analiiiisiks, siis kanda vahepudelisse
analiiiisiks vajalik katsekogus.

5.2.2. Kui aerosooltoode koosneb kahest vedelfaasist, siis eraldada alumine faas teise vahepudelisse ning
analiiisida molemad faasid eraldi. Ulekande ajal hoida esimest vahepudelit klapiga allapoole. Tihti on alumiseks
faasiks vesilahus, mis ei sisalda propellenti (nt butaan/vesi).

5.2.3. Kui aerosooltoode sisaldab suspensioonis pulbrit, siis analiilisida toote vedelfaasi parast pulbri
eemaldamist.

5.2.4. Kui on tegemist vahulise voi kreemitaolise kosmeetikatootega, siis kaaluda kdigepealt vahepudelisse
5-10 g (tapsusega 10 mg) 2-metoksiietanooli, mis hoiab &ra edasisel degaseerimisel vahu tekke ja voimaldab
véljutada propellentgaasid vedelikku kaotamata.
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[RTL 2002, 54, 791 — jdust. 06.05.2002]
5.3. Abivahendid

Uhendusliili on tehtud duralumiiniumist vdi valgevasest selliselt, etpoliietiileenistithendusliili abil on teda
voimalik ithendada erinevat tiilipi klappidega. Néiteks on toodud tihendusliilid joonisel 2 ja 3, kuid voib
kasutada ka teisi ithendusliilisid. Vérvitust klaasist vahepudel mahuga 50-100 ml on véljast kaetud labipaistvast
plastist kaitsekihiga. Pudel on varustatud sukeldustoruta aerosoolklapiga.

5.4. Meetod

Vahepudelist eemaldada dhk selleks, et sinna oleks vdimalik iile kanda soovitav katsekogus kosmeetikatoodet.
Selleks juhtida iihendusliili kaudu pudelisse umbes 10 ml diklorodifluorometaani voi butaani (olenevalt
analiilisitava aerosooltoote koostisest) ja hoides vahepudelit klapiga iilespoole, degaseerida proov téielikult kuni
vedelfaasi kadumiseni. Eemaldada {ihendusliili ja kaaluda vahepudel (a grammi). Loksutada survepakendit,
millest voetakse proov. Uhendada iihendusliili proovi sisaldava survepakendi klapiga (klapp iilespoole)

ja vahepudeliga (kael allapoole) ning vajutada. Téita vahepudel kahe kolmandiku ulatuses. Kui iilekanne

katkeb enneaegselt rohkude vordsustumise tottu, saab iilekannet jétkata, kui vahepudelit jahutada. Eemaldada
ithendusliili, tdidetud pudel kaaluda (b grammi) ja méérata iilekantud proovi mass mj(m;=b —a).

[RTL 2002, 54, 791 — jdust. 06.05.2002]

Voetud proovi kasutatakse:
— tavaliseks keemiliseks analiiiisiks;
— lenduvate koostisosade gaasikromatograafiliseks analiiiisiks.

5.4.1. Keemiline analiiiis

Hoides vahepudelit klapiga iilespoole, toimida jargmiselt:

— degaseerida toode. Kui degaseerimisel tekib vaht, kasutada vahepudelit, kuhu on iihendusliili kaudu siistlaga
sisse viidud tidpne kogus (5-10 g) 2-metoksiietanooli;

— loksutada pudelit veevannis 40 °C juures lenduvate koostisosade kadudeta eemaldamiseks;

— eemaldada tihendusliili;

— kaaluda uuesti vahepudel (c grammi) ja méérata jadgi mass my(my= c —a). (Kui pudelisse lisati 2-
metoksiietanooli, arvatakse maha ka selle mass.);

— eemaldada klapp ja avada vahepudel;

— lahustada jadk téielikult kindlas koguses sobivas lahustis;

— viia 1abi soovitud méddramised analiiiisiks vajaliku kogusega.

Valemid arvutusteks:

R =r-my/ mjja

Q=R-P/100, kus:

m;—aerosooli mass, mis voeti vahepudelisse;

mp—aerosooli jadgi mass pérast soojendamist 40 °C juures;

r —koostisosa sisaldus jadgis myprotsentides;

R —koostisosa sisaldus prooviks vdetud aerosooltootes protsentides;
Q —koostisosa iildmass aerosooltootes;

P —aerosooltoote netomass (valim).

5.4.2. Lenduvate koostisosade gaasikromatograafiline analiiiis

5.4.2.1. PGhimote

Votta gaasikromatograafi siistlaga vahepudelist analiiiisiks vajalik hulk ja siistida gaasikromatograafi.

5.4.2.2. Abivahendid

Gaasikromatograafi siistal 25 pl v3i 50 pl (joon 5) seeriast A 2 «tdpne proov» vOi samavédrne. Siistal on
varustatud ndela otsas asuva liugsulguriga. Siistal ithendada vahepudeliga ithendusliili ja siistla kiiljes oleva
poliietiileentoru abil (pikkus 8 mm, diameeter 2,5 mm).

5.4.2.3. Meetod

Pirast vahepudelist vajaliku koguse aerosooltoote votmist sobitada siistla kooniline ots vahepudeliga, nagu on
kirjeldatud alapunktis 2. Avada klapp ja votta vajalik kogus vedelikku, Kolbi edasi-tagasi liigutades eemaldada

gaasimullid (kui vajalik, jahutada siistalt). Kui siistlas on vajalik kogus mullivaba lahust, sulgeda klapp ja votta
siistal vahepudelist vélja. Panna siistlale ndel ja torgata gaasikromatograafi aurutisse, avada klapp ja siistida.
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5.4.2.4. Sisestandard

Kui on noutud katset sisestandardiga, viia standard vahepudelisse (kasutades harilikku klaassiistalt koos
ithendusliiliga).

(v.t. RTL 2000, 22, 302)
Joonis 1. Uhendusliili
(v.t. RTL 2000, 22, 302)
Joonis 2. Uhendusliili sise- ja vilisklapi vahel
(v.t. RTL 2000, 22, 302)
Joonis 3. Uhendusliili kahe vilisklapi vahel

Lisa 4
sotsiaalministri
23. detsembri 1999. a
madruse nr 91 juurde

VABA KAALIUM- JA NAATRIUMHUDROKSIIDI IDENTIFITSEERIMINE JA MAARAMINE*
1. KASUTUSALA

Kéesolevat meetodit kasutatakse vaba KOH ja NaOH médramiseks juuksetugevdusvahendites ja kiitinenahandi
eemaldamise preparaatides.

2. NAITAJA UHIK

Vaba KOH ja NaOH kogus miératakse happega tiitrimisega ja viljendatakse vaba NaOH massiprotsendina
tootes.

3. MEETODI POHIMOTE

Proov lahustatakse voi dispergeeritakse vees ja tiitritakse happega. Pérast iga happekoguse lisamist
registreeritakse pH. NaOH ja KOH lihtlahuse korral loetakse tiitrimise 16pp-punktiks koht tiitrimiskdveral, kus
registreeritud pH védrtuste muutus oli maksimaalne. Tiitrimiskovera harilik kuju véib muutuda, kui uuritavas
proovis on lisandeid nagu:

— ammoniaak vdi moni muu ndrk orgaaniline alus, millel on lame tiitrimiskdver. Ammoniaagi eemaldamiseks
vakumeerida proovi toatemperatuuril;

— norkade hapete soolad, mis vdivad tiitrimiskdveral anda mitu kddnupunkti. Sellisel juhul vastab vabast KOH-
st ja/voi NaOH-st parineva OH-iooni neutraliseerimisele ainult kdvera esimene osa kuni esimese kdanupunktini.

Kui norgad anorgaanilised soolad segavad madramist, kasutada alternatiivimeetodina tiitrimist alkoholis.
Kuigi on olemas teoreetiline voimalus, et ka teised proovis esineda vdivad lahustuvad tugevad alused (néiteks
liitiumhiidroksiid, kvaternaarsed ammooniumhiidroksiidid) vdivad tiitrimisel kdituda analoogiliselt KOH ja
NaOH-ga, on selliste iihendite esinemine kosmeetikatoodetes darmiselt ebatdendoline.
[RTL 2002, 54, 791 — jdust. 06.05.2002]

4. IDENTIFITSEERIMINE
4.1. Reaktiivid
4.1.1. Aluseline standardpuhverlahus, pH 9,18, temperatuuril 25 °C: 0,05 M naatriumtetraboraatdekahiidraat
4.2. Aparatuur
4.2.1. Harilik laboriklaas
4.2.2. pH-meeter
4.2.3. Klaaselektrood
4.2.4. Kalomelvordluselektrood
4.3. Analiiiisi kiik

Kalibreerida pH-meeter, kasutades standardpuhverlahust. Valmistada analiiiisitavast tootest 10% vesilahus voi -
dispersioon ja filtreerida. Mo6ta pH. Kui pH on 12 voi iile selle, siis viia 1dbi kvantitatiivne madramine.

5. MAARAMINE
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5.1. Tiitrimine vesilahuses

5.1.1. Reaktiivid

5.1.1.1. 0,1 N soolhappe standardlahus

5.1.2. Aparatuur

5.1.2.1. Harilikud labori klaasndud

5.1.2.2. pH-meeter, soovitav koos isekirjutajaga
5.1.2.3. Klaaselektrood

5.1

.2.4. Kalomelvordluselektrood
5.1.3. Analusi kaik

Kaaluda 150-ml keeduklaasi tidpne katsekogus toodet massiga 0,5-1,0 g. Kui proovis on ammoniaaki, lisada
veidi keemistsentreid, asetada keeduklaas vaakum-eksikaatorisse ja veejoapumbaga eemaldada ammoniaak,
kuni enam ei ole tunda tema 16hna (umbes kolm tundi).

Lisada 100 ml vett, lahustada voi dispergeerida jaik ja tiitrida 0,1 N HCl-ga (5.1.1.1), registreerides pH-
meetriga (5.1.2.2) pH véirtused iga happekoguse lisamise jarel.

5.1.4. Arvutused

Teha kindlaks tiitrimiskdvera kdanupunktid. Kui esimene kadénupunkt asub pH véértuse juures alla 7, siis
proovis ei esine vabu leeliseid. Kui koveral on rohkem kui iiks kddnupunkt, siis arvestada ainult esimest.
Mairkida iiles sellele punktile vastav tiitrimislahuse hulk. KOH ja NaOH hulk proovis véljendatakse NaOH
massiprotsendina P ja arvutatakse jdrgmise valemi jérgi:

P=0,4V/M,Kkus:

V —tiitrimiseks kulunud lahuse hulk, ml;

M —proovi mass, g.

Monikord ei esine tiitrimiskdveral selgelt eristatavat kddnupunkti, ehkki on teada, et lahuses on
markimisvédarsed kogused KOH ja/vdi NaOH. Sellisel juhul korratakse tiitrimist isopropanoolis.

5.2. Tiitrimine isopropanoolis

5.2.1. Reaktiivid

5.2.1.1. Isopropanool

5.2.1.2. 1,0 N soolhappe standardvesilahus

5.2.1.3. 0,1 N soolhappe lahus isopropanoolis: valmistada vahetult enne kasutamist lahjendades 1,0 N HCl
isopropanooliga.

5.2.2. Aparatuur

5.2.2.1. Harilik laboriklaas

5.2.2.2. pH-meeter, soovitatavalt koos isekirjutajaga

5.2.2.3. Klaaselektrood

5.2.2.4. Kalomelvordluselektrood

5.2.3. Analiiisi kéik
Kaaluda 150-ml keeduklaasi 0,5-1,0 g proovi tdpsusega 1 mg. Kui proovis esineb ammoniaaki, lisada veidi
keedukivikesi, asetada keeduklaas vaakum-eksikaatorisse ja veejoapumbaga eemaldada ammoniaak, kuni enam

ei ole tunda tema 16hna (umbes kolm tundi).

Lisada 100 ml isopropanooli, lahustada vdi dispergeerida jaik ja tiitrida 0,1 N HCI isopropanoolis (5.2.1.3),
registreerides pH muutused (5.2.2.2) iga happekoguse lisamise jarel.

5.2.4. Arvutused
NaOH protsent P leida punktis 5.1.4 toodud valemi jargi. Esimene kddnupunkt on umbes pH 9 juures.
5.3. Korratavus

Kui NaOH sisaldus on 5% piirides, siis iihest proovist tehtud kahe paralleelmdiramise tulemuste vahe ei tohi
absoluutvéartuses iiletada 0,25%.

* Kiesolevas lisas on siilitatud Euroopa Uhenduste Komisjoni direktiivi 80/1335/EMU lisa iilesehitust ja
numeratsiooni.

Lisa 5
sotsiaalministri
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23. detsembri 1999. a
madruse nr 91 juurde

OBLIKHAPPE JA TEMA ALUSELISTE SOOLADE IDENTIFITSEERIMINE
JA MAARAMINE JUUKSEHOOLDUSVAHENDITES*

1. KASUTUSALA
Allpool kirjeldatud meetod sobib oblikhappe ja tema aluseliste soolade identifitseerimiseks ja madramiseks
juuksehooldusvahendites. Meetodit voib kasutada vérvitute vesi- voi alkoholilahuste ja losjoonide korral, mis
sisaldavad umbes 5% oblikhapet voi ekvivalentse hulga aluselisi oksalaate.

2. NAITAJA UHIK

Selle meetodi jargi méadratud oblikhappe ja tema aluseliste soolade sisaldus véljendatakse vaba oblikhappe
massiprotsendina proovis.

3. MEETODI POHIMOTE

Pérast igasuguste anioonsete pindaktiivsete ainete eemaldamist p-toluidiinhiidrokloriidiga oblikhape ja
oksalaadid sadestatakse kaltsiumoksalaadina. Lahus filtreeritakse, sade lahustatakse vddvelhappes ja tiitritakse
kaaliumpermanganaadiga.

4. REAKTIIVID
Koik reaktiivid peavad olema analiiiitiliselt puhtad.
4.1. 5% ammooniumatsetaadi lahus
4.2. 10% kaltsiumkloriidi lahus
4.3. 95% (v/v) etanool
4.4. Tetraklorometaan
4.5. Dietiiiileeter
4.6. 6,8% p-toluidiinhiidrokloriidi lahus
4.7. 0,1 N kaaliumpermanganaadilahus
4.8.20% véadvelhape
4.9. 10% soolhape
4.10. Naatriumatsetaattrihiidraat
4.11. Kontsentreeritud dadikhape
4.12. Véavelhape (1:1)
4.13. Baariumkloriidi kiillastunud lahus

5. APARATUUR
5.1. Jaotuslehtrid, 500 ml
5.2. Keeduklaasid, 50 ml ja 600 ml
5.3. Klaasfiltertiiglid
5.4. Mootsilindrid, 25 ml ja 100 ml
5.5. Pipetid, 10 ml
5.6. Imikolvid, 500 ml
5.7. Veejoapump
5.8. Termomeeter, gradueeritud 0-100 °C

5.9. Magnetsegaja, soojendusega
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5.10. Magnetsegaja pulgakesed, kaetud tefloniga
5.11. Biiretid, 25 ml
5.12. Koonilised kolvid, 250 ml
6. ANALUUSI KAIK

6.1. Kaaluda 67 g proovi 50-ml keeduklaasi, viia pH lahjendatud soolhappega (4.9) 3-ni ja valada see lahus
jaotuslehtrisse. Loputada keeduklaasi kaks korda 50 ml destilleeritud veega.

Lisada ettevaatlikult pideva joana 25 ml etanooli (4.3), 25 ml p-toluidiinhiidrokloriidi lahust (4.6) ja 25-30 ml
tetraklorometaani (4.4) ja loksutada segu intensiivselt.

6.2. Kui faasid on eraldunud, eemaldada alumine (orgaaniline) faas ja korrata ekstraheerimist samade
reaktiividega (6.1) ja eemaldada jillegi orgaaniline faas.

6.3. Pesta vesilahus 600-ml keeduklaasi ja eemaldada tetraklorometaani (4.4) jadgid keetmisega.

6.4. Lisada 50 ml ammooniumatsetaadi lahust (4.1), ajada lahus magnetsegajal (5.9) keema ja lisada keevasse
lahusesse pidevalt segades 10 ml kuuma kaltsiumkloriidi lahust (4.2). Lasta sademel settida.

6.5. Veendumaks, et sadestumine oli tdielik, lisada lahusele moned tilgad kaltsiumkloriidi lahust (4.2).
Lahusesse ei tohi tekkida hagu. Jahutada lahus toatemperatuurini. Magnetsegajaga (5.10) segades lisada
lahusesse 200 ml etanooli (4.3) ja jitta 30 minutiks seisma.

6.6. Filtreerida lahus 14bi klaasfiltertiigli (5.3). Kanda sade vdhese hulga kuuma veega (50—60 °C) iile samasse
filtertiiglisse ja pesta sadet kiilma veega.

6.7. Pesta sadet viis korda vihese hulga etanooliga (4.3) ja viis korda vahese hulga dietiiiileetriga (4.5),
lahustada sade 50 ml kuumas véévelhappes (4.8). Saadud lahus imeda veejoapumbaga 14bi filtri imipudelisse.

6.8. Kanda lahus kadudeta iile koonilisse kolbi (5.11) ja tiitrida kaaliumpermanganaadi lahusega (4.7), kuni
tekib piisiv ndrk roosa vérvus.

7. ARVUTUSED

Oblikhappe sisaldus proovis P avaldada massiprotsendina ja arvutada jirgmise valemi jargi:
P=Ax4,50179x 100/ E x 1000 = 0,4502 x A / m, kus:

A —tiitrimiseks kulunud 0,1 N kaaliumpermanganaadi lahuse hulk, ml;

m —katsekogus, g;

4,50179 —vordetegur.

8. KORRATAVUS

Kui oblikhappe sisaldus proovis on umbes 5%, siis iihest proovist tehtud kahe paralleelmaéramise tulemuste
vahe ei tohi absoluutviartuses tiletada 0,15%.

9. IDENTIFITSEERIMINE
9.1. Meetodi pohiméte

Oblikhape ja oksalaadid sadestatakse kaltsiumoksalaadina ja lahustatakse vdavelhappes. Lahusele lisatakse
véike hulk kaaliumpermanganaadi lahust. Roosa virvus kaob ja oblikhappest tekib siisinikdioksiid.

Kui moodustunud siisinikdioksiid juhtida 1&bi baariumhiidroksiiiidi lahuse, moodustub valge (piimjas)
baariumkarbonaadi sade.

9.2. Analiiiisi kiik

9.2.1. Detergentide eemaldamiseks to6delda analiiiisitavat proovi, nagu on kirjeldatud punktides 6.1-6.3.
9.2.2. Punkti (9.2.1) jargi saadud umbes 10 ml lahusele lisada spaatliotsatéis naatriumatsetaati (4.10) ja
hapustada lahus mdne tilga kontsentreeritud dadikhappega (4.11).

9.2.3. Lisada 10% kaltsiumkloriidi lahust (4.2) ja filtreerida. Lahustada kaltsiumoksalaadi sade 2 ml
véadvelhappes (4.12).

9.2.4. Kanda lahus {ile katseklaasi ja lisada tilkhaaval umbes 0,5 ml 0,1 N kaaliumpermanganaadi lahust (4.7).
Kui proovis on oksalaate, kaotab lahus oma véarvuse, alul jark-jargult ja siis kiiresti.
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9.2.5. Vahetult pérast kaaliumpermanganaadi lahuse lisamist asetada sobiv korgiga klaatoru katseklaasi peale,
soojendada sisu kergelt ja juhtida moodustuv siisinikdioksiidi kiillastunud baariumhiidroksiiiidi lahusesse (4.13).
3-5 minuti pérast ilmuv piimjas baariumkarbonaadi sade tdestab oblikhappe olemasolu.

* Kdesolevas lisas on siilitatud Euroopa Uhenduste Komisjoni direktiivi 80/1335/EMU lisa iileschitust ja
numeratsiooni.

Lisa 6
sotsiaalministri
23. detsembri 1999. a
mééruse nr 91 juurde
KLOROFORMI MAARAMINE HAMBAPASTAS*
1. KASUTUSALA

Seda meetodit kasutada kloroformi gaasikromatograafiliseks méaramiseks hambapastas. Meetodit saab
kasutada, kui kloroformi sisaldus tootes on 5% voi vahem.

2. NAITAJA UHIK
Kloroformi sisaldust vdljendatakse tema massiprotsendina tootes.
3. MEETODI POHIMOTE

Hambapasta suspenseerida dimetiitilformamiidi/metanooli segus, millele on lisatud sisestandardiks kindel kogus
atsetonitriili. Parast tsentrifuugimist saadud vedelast faasist voetud proov analiilisida gaasikromatograafiliselt ja
arvutada kloroformi sisaldus tootes.

4. REAKTIIVID
Koik reaktiivid peavad olema analiiiitiliselt puhtad.
4.1. Kolonni tiidis: Porapak Q, Chromosorb 101 , 80—100 mesh'i vOi samavéérne
4.2. Atsetonitriil
4.3. Kloroform
4.4. Dimetiiiilformamiid
4.5. Metanool
4.6. Sisestandardi lahus

Pipeteerida 5 ml dimetiiiilformamiidi (4.4) 50-ml mdotekolbi ja lisada umbes 300 mg (M mg) tdpselt kaalutud
atsetonitriili (4.2). Téita kolb dimetiililformamiidiga mérgini ja segada.

4.7. Lahus suhtelise vastusteguri (relative response factor) maiaramiseks. Sisestandardi ja kloroformi piikide
pindalade suhte madramiseks kaaluda 10-ml mddtekolbi tépne kaalutis, umbes 300 mg (M; mg) kloroformi.
Pipeteerida kolbi tapselt 5 ml sisestandardi lahust (4.6). Téita dimetiiiilformamiidiga mérgini ja segada.
5. APARATUUR JA VARUSTUS
5.1. Analiiiitiline kaal
5.2. Gaasikromatograaf leckionisatsioonidetektoriga
5.3. Mikrosiistal, 5-10 pl, gradueeritud tipsusega 0,1 pl
5.4. Pipetid, 1, 4 ja 5 ml
5.5. Moétekolvid, 10 ja 50 ml

5.6. Katseklaasid, 20 ml, keeratava korgiga, Sovirel France 20 v5i samavéirsed. Keerataval korgil on sees
tihend, mis on {ihelt poolt kaetud tefloniga.

5.7. Tsentrifuug
6. ANALUUSI KAIK

6.1. Sobivad gaasikromatograafia tingimused:
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6.1.1. Kolonni materjal: klaas
Pikkus: 150 cm

Sisemine 1abimddt: 4 mm
Viline 1abimdot: 6 mm.

6.1.2. Taita kolonn vibraatori abil Porapak Q, Chromosorb 101 voi muu samavaarse tdidisega (4.1).

6.1.3. Leekionisatsioonidetektor: reguleerida selline tundlikkus, et 3 ul lahuse (4.7) atsetonitriili piik oleks
umbes 2/3 terve skaala ulatusest.

6.1.4. Gaasid:

Kandegaas: ldmmastik, voolukiirus 65 ml/min;

Abigaasid: reguleerida gaaside vool detektorisse nii, et dhu voi hapniku vool oleks 5-10 korda suurem kui
vesiniku oma.

6.1.5. Temperatuurid:

Aurusti: 210 °C;

Detektor: 210 °C;

Termostaat: 175 °C.

6.1.6. Isekirjuti lindi litkumiskiirus: umbes 2 cm/min.

6.2. Proovi ettevalmistamine

Katsekogus votta avamata tuubist. Kolmandik sisust pigistada vilja, panna kork tagasi peale, segada hoolega
tuubi sisu ja siis votta proov.

6.3. Midramine

6.3.1. Kaaluda keeratava korgiga katseklaasi (5.6) tipsusega 10 mg 6—7 g punkti 6.2 jargi ettevalmistatud pastat
(M, g) ja lisada kolm viikest klaashelmest.

6.3.2. Pipeteerida katseklaasi tipselt 5 ml sisestandardi lahust (4.6), 4 ml dimetiiiilformamiidi (4.4) ja 1 ml
metanooli (4.5), sulgeda korgiga ja segada.

6.3.3. Loksutada pool tundi mehhaanilisel loksutil, tsentifuugida suletud katseklaasis 15 min sellise kiirusega, et
faasid selgelt eralduksid.

NB! Ménikord juhtub, et vedel faas sademe peal jdéb hdguseks. Seda saab monevorra parandada, kui vedelikule
lisada 1-2 g NaCl, lasta sadeneda ja siis uuesti tsentrifuugida.

6.3.4. Siistida 3 pl seda lahust punktis 6.1 kirjeldatud tingimustel gaasikromatograafi. Teha paralleelkatse.
Ulaltoodud tingimuste korral on orienteeruvalt jirgmised retensiooniajad:

metanool —umbes 1 min;

atsetonitriil — umbes 2—3 min;

kloroform —umbes 6 min;

dimetiitilformamiid —iile 15 min.

6.3.5. Suhtelise vastusteguri —sisestandardi ja kloroformi piikide pindalade suhte méaramiseks siistida 3 pl
lahust (4.7). Korrata operatsiooni. See tegur tuleb méirata iga péev.

7. ARVUTUSED
7.1. Suhtelise vastusteguri F arvutamine

7.1.1. Moota atsetonitriili ja kloroformi piigi kdrgus h ja piigi laius poolkdrgusel w ning arvutada mdlema piigi
pindala S, kasutades valemit: S =h x w.

7.1.2. Méérata atsetonitriili ja kloroformi piigi pindala punkti 6.3.5 jargi saadud kromatogrammidel ja
arvutada F jargmise valemi jargi:

F=AsxMi/Msx Ai=Asx 0,1 M/ Aix Mi, kus:

As —kloroformi piigi pindala (7.1.1);

Ai —atsetonitriili piigi pindala (7.1.1);

Ms —kloroformi kontsentratsioon lahuses (4.7), mg/10 ml (= M;);

Mi —atsetonitriili kontsentratsioon lahuses (4.7), mg/10 ml (= 0,1 M).

Arvutada saadud tulemuste keskmine.
7.2. Kloroformi sisalduse arvutamine
7.2.1. Arvutada punkti 7.1.1 jérgi kloroformi ja atsetonitriili piigi pindala punkti 6.3.4 jérgi saadud

kromatogrammidel.
7.2.2. Kloroformi sisaldus P hambapastas, véljendatud massiprotsendina, arvutatakse jargmise valemi jargi:
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P=AsxMix100/FsxMsx Ai=Asx M /Fs x Ai x Mo x 100, kus:
As —kloroformi piigi pindala (6.3.4);
Ai —atsetonitriili piigi pindala (6.3.4);
Ms —proovi mass, mg (6.3.1) (= 1000 -Mo);
Mi —atsetonitriili kontsentratsioon, mg/10 ml lahuses (6.3.2) (= 0,1 M).
Arvutada leitud tulemuste keskmine tédpsusega 0,1%.

8. KORRATAVUS

Kloroformi sisalduse puhul umbes 3%, ei tohi iihest proovist tehtud kahe paralleelmairamise tulemuste vahe
absoluutvéirtuses iiletada 0,3%.

* Kdesolevas lisas on siilitatud Euroopa Uhenduste Komisjoni direktiivi 80/1335/EMU lisa iilesehitust ja
numeratsiooni.

Lisa 7
sotsiaalministri
23. detsembri 1999. a
mééruse nr 91 juurde
TSINGI MAARAMINE*
1. KASUTUSALA

See meetod sobib tsingi médramiseks, kui ta esineb kosmeetikatootes kas kloriidina, sulfaadina voi 4-
hiidroksiibenseensulfonaadina voi nimetatud soolade seguna.

2. NAITAJA UHIK

Tsingi sisaldus proovis médratakse gravimeetriliselt bis(2-metiiiil-8-kinoliililoksiidi) jargi ja viljendatakse tsingi
massiprotsendina.

3. MEETODI POHIMOTE

Lahuses olev tsink sadestatakse happelises keskkonnas tsink-bis(2-metiiiil-8-kinoliiiiloksiidina). Pérast
filtreerimist sade kuivatatakse ja kaalutakse.

4. REAKTIIVID

Koik reaktiivid peavad olema analiiiitiliselt puhtad.

4.1. 25% ammoniaak, d*°4= 0,91
4.2. Kontsentreeritud didikhape
4.3. Ammooniumatsetaat

4.4. 2-metiiiil-8-kinoliiiiloksiid
4.5. Ammoniaagilahus, 60 g/I:

Valada 240 g kontsentreeritud ammoniaagilahust (4.1) 1000-ml mddtekolbi, tdita destilleeritud veega mérgini ja
segada.

4.6. Ammooniumatsetaadi lahus, 0,2 M:

Lahustada 15,4 g ammooniumatsetaati (4.3) destilleeritud vees, viia 1000-ml moStekolvis maht mérgini ja
segada.

4.7. 2-metiil-8-kinoliiiloksiidi lahus:

Lahustada 5 g 2-metiiiil-8-kinoliiiiloksiidi (4.4) 12 ml kontsentreeritud dddikhappes ja viia destilleeritud veega
1000-ml modtekolbi. Téita destilleeritud veega mérgini ja segada.

5. APARATUUR JA VARUSTUS
5.1. Mdotekolvid, 100 ja 1000 ml
5.2. Keeduklaasid, 400 ml

5.3. Mddtsilindrid, 50 ja 150 ml
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5.4. Gradueeritud pipetid, 10 ml
5.5. Klaasfiltertiiglid, G-4
5.6. Imikolvid, 500 ml
5.7. Veejoapump
5.8. Termomeeter, gradueeritud 0-100 °C
5.9. Eksikaator sobiva niiskuseneelaja ja niiskuse indikaatoriga, nditeks vérvilise silikageeliga
5.10. Kuivatuskapp, reguleeritud temperatuurile 150 -2 °C
5.11. pH-meeter
5.12. Elektripliit
5.13. Filterpaber, Whatman No 4 v3i samavéirne
6. ANALUUSI KAIK
6.1. Kaaluda 400-ml keeduklaasi 5-10 g (M g) analiilisiks méaratud proovi, mis sisaldab umbes 50-100 mg Zn,
lisada 50 ml destilleeritud vett ja segada.
6.1.1. Filtreerida, vajadusel kasutada veejoapumpa, filtraat alles hoida.
6.1.2. Korrata ekstraktsiooni 50 ml destilleeritud veega. Filtreerida ja filtraadid ithendada.

6.2. Iga lahuses (6.1.2) oleva 10 g Zn kohta lisada 2 ml 2-metiiiil-8-kinoliiiiloksiidi lahust (4.7) ja segada.

6.3. Lahjendada segu 150 ml destilleeritud veega, soojendada segu kuni 60 °C (5.12) ja lisada pidevalt segades;
45 ml 0,2 M ammoniumatsetaadi lahust (4.6).

6.4. 6% ammoniaagilahusega (4.5) reguleerida lahuse pH vahemikku 5,7-5,9 lahust pidevalt segades; pH
madramiseks kasutada pH-meetrit.

6.5. Lasta lahusel seista 30 min. Filtreerida veejoapumba abil 1dbi klaasfiltri G-4, mis peab eelnevalt olema
kuivatatud 150 °C juures ja parast jahutamist kaalutud (Mg g). Pesta sadet 150 ml 95 °C destilleeritud veega.

6.6. Asetada tiigel kuivatusahju 150 °C juurde ja kuivatada iiks tund.

6.7. Votta tiigel kuivatusahjust, asetada eksikaatorisse (5.9) ja kui tiigel on jahtunud toatemperatuurini, méarata
ta mass (M g).

7. ARVUTUSED

Arvutada tsingi sisaldus proovis P massiprotsentides jargmise valemi abil:
P=Mx Mg) x 17,12/ M, kus:

M —proovi mass (6.1), g;

M—tiihja ja kuivatatud filtertiigli mass (6.5), g;

M;—sademega filtertiigli mass (6.7), g.

8. KORRATAVUS

Ligikaudu 1% tsingi sisalduse puhul ei tohi iihest proovist tehtud kahe paralleelmédramise tulemuste vahe
absoluutvéirtuses iiletada 0,1%.

* Kiesolevas lisas on siilitatud Euroopa Uhenduste Komisjoni direktiivi 80/1335/EMU lisa iilesehitust ja
numeratsiooni.

Lisa 8
sotsiaalministri
23. detsembri 1999. a
madruse nr 91 juurde
4-HUDROKSUBENSEENSULFOONHAPPE MAARAMINE JA IDENTIFITSEERIMINE*

1. KASUTUSALA
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See meetod sobib 4-hiidroksiibenseensulfoonhappe méaramiseks ja identifitseerimiseks sellistes
kosmeetikatoodetes nagu aerosoolid ja ndolosjoonid.

[RTL 2002, 54, 791 — jdust. 06.05.2002]
2. NAITAJA UHIK

4-hiidroksiibenseensulfoonhappe sisaldus, méératuna selle meetodi jérgi, véljendada veevaba tsink-4-
hiidroksiibenseensulfoonhappe massiprotsendina tootes.

3. MEETODI POHIMOTE

Katsekogus kontsentreeritakse alardhu juures, lahustatakse vees ja puhastatakse kloroformiga ekstraheerides. 4-
hiidroksiibenseensulfoonhape maaratakse filtreeritud vesilahuses jodomeetriliselt.

4. REAKTIIVID
Koik reaktiivid peavad olema analiiiitiliselt puhtad.
4.1. 36% kontsentreeritud soolhape d204= 1,18
4.2. Kloroform
4.3. 1-butanool
4.4. Kontsentreeritud didikhape
4.5. Kaaliumjodiid
4.6. Kaaliumbromiid
4.7. Naatriumkarbonaat
4.8. Sulfaniilhape
4.9. Naatriumnitrit
4.10. Kaaliumbromaat, 0,1 N
4.11. Naatriumtiosulfaadi lahus, 0,1 N
4.12. Térklise vesilahus, 10 g/l
4.13. Naatriumkarbonaadi vesilahus, 20 g/l
4.14. Naatriumnitriti vesilahus, 45 g/l
4.15. Ditisoonilahus kloroformis, 0,5 g/l

4.16. Eluent: 1-butanool, kontsentreeritud dédikhape, vesi (mahulises vahekorras 4:1:5); pérast segamist
jaotuslehtris alumine faas dra visata.

4.17. Pauly reaktiiv:
Lahustada 4-5 g sulfaniilhapet (4.8) 45 ml kontsentreeritud soolhappes, kuumutada, lahjendada lahust veega
kuni 500 ml. Jahutada 10 ml seda lahust jddveega kausis ja lisada segades 10 ml naatriumnitriti lahust (4.14).
Jétta lahus seisma 15 minutiks 0 °C juures (sel temperatuuril on lahus stabiilne 1-3 péeva) ja vahetult enne
pihustamist (7.5) lisada 20 ml naatriumkarbonaadi lahust (4.13).
4.18. Valmis tselluloosplaadid dhekihikromatograafiaks (OKK): suurus 20 —20 c¢m, kihi paksus 0,25 mm.
5. APARATUUR JA VARUSTUS
5.1. Lihviga timarkolvid, 100 ml
5.2. Jaotuslehtrid, 100 ml
5.3. Lihviga koonilised kolvid, 250 ml
5.4. Biiretid, 50 m

5.5. Pipetid, 1, 2 ja 10 ml
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5.6. Pipetid, gradueeritud, 5 ml
5.7. Mikrosiistal, 10 ul, gradueeritud 0,1 pl tdpsusega
5.8. Termomeeter, gradueeritud 0—-100 °C
5.9. Veevann
5.10. Kuivatuskapp, hésti ventileeritav ja reguleeritud 80 °C
5.11. Tavalised OKK vahendid

6. PROOVI ETTEVALMISTAMINE
Allpool kirjeldatud meetodi korral hiidroksiibenseensulfoonhappe méaramiseks ja identifitseerimiseks
aerosoolides kasutada jadki, mis saadakse, kui aerosoolpakendist on eemaldatud normaalrohul aurustuvad
lahustid ja propellendid.

7. IDENTIFITSEERIMINE

7.1. 5 ul jaaki voi proovi viia mikrosiistlaga (5.7) kuude punkti OKK plaadi stardijoonele 1 cm kaugusele
alumisest dérest (4.18).

7.2. Asetada plaat kromatograafiatanki, milles on juba eluent (4.16) ja hoida, kuni eluent on tdusnud plaadil
15 cm kaugusele stardijoonest.

7.3. Votta plaat anumast vilja ja kuivatada 80 °C juures, kuni d4ddikhappe 16hna ei ole enam tunda. Pritsida
plaati naatriumkarbonaadi lahusega (4.13) ja kuivatada Shu kées.

7.4. Katta pool plaati klaasplaadiga kinni ja pritsida katmata osa 0,05% ditisoonilahusega (4.15). Purpurpunaste
laikude ilmumine toestab tsingi olemasolu proovis.

7.5. Katta kinni pritsitud pool ja pritsida teist poolt Pauly reaktiiviga (4.17). 4-hiidroksiibenseensulfoonhappe
esinemise korral ilmuvad kollakaspruunid laigud, mille Rf vairtus on umbes 0,26. Kollased laigud Rf
vairtusega 0,45 ldhedal on iseloomulikud 3-hiidroksiibenseensulfoonhappele.

8. MAARAMINE

8.1. Kaaluda 10 g proovi voi jadki (6) 100-ml iimarkolbi ja aurustada rotaatoraurutiga vaakumis peaaegu
kuivaks. Veevanni temperatuur 40 °C.

8.2. Pipeteerida 10,0 ml (V) vett kolbi ja lahustada aurutamisjadk (8.1) kuumutamisel.

8.3. Viia lahus kadudeta jaotuslehtrisse (5.2) ja ekstraheerida vesilahust kaks korda 20 ml kloroformiga (4.2).
Kloroformifaas visata dra.

8.4. Filtreerida vesilahus 1abi kurdfiltri. SGltuvalt oletatavast hiidroksiibenseensulfoonhappe sisaldusest
pipeteerida 1,0 v&i 2,0 ml (V) filtraati 250-ml koonilisse kolbi ja lahjendada veega 75 ml-ni.

8.5. Lisada 2,5 ml 36% HCI (4.1) ja 2,5 g KBr (4.6), segada, kuumutada lahust veevannil kuni 50 °C.

8.6. Lisada biiretist 0,1 N KBr (4.10) kuni lahus, mida hoitakse 50 °C juures, muutub kollaseks.

8.7. Lisada veel 3,0 ml KBr (4.10), sulgeda kolb ja jétta seisma veevannil 50 °C juures.

Kui lahus kiimne minuti péarast kaotab oma vérvuse, lisada veel 2,0 ml KBr lahust (4.10).

Sulgeda kolb ja kuumutada kiimme minutit veevannil 50 °C juures. Mérkida iiles kogu kasutatud KBr hulk (a).
8.8. Jahutada lahus toatemperatuurini, lisada 2 g KI (4.5) ja segada.

8.9. Tiitrida moodustuv vaba jood 0,1 N naatriumtiosulfaadi lahusega (4.11). Tiitrimise 16pupoole lisada moni
tilk tarkliselahust (4.12) kui indikaatorit. Markida iiles kasutatud naatriumtiosulfaadi lahuse hulk (b).

9. ARVUTUSED

Tsink-hiidroksiibenseensulfoonhappe sisaldus P proovis voi jadgis (6), véljendatuna massiprotsendina, arvutada
jargmise valemi abil:
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P=(a-b)x V;x0,00514 x 100 / m X V,, kus:

a —lisatud 0,1 N KBr lahuse koguhulk (8.7);

b —tiitrimiseks kulunud 0,1 N naatriumtiosulfaadi hulk (8.9), ml;
m —analiiiisitud toote vdi jadgi kogus (8.1), mg;

V—lahuse maht (8.2), ml;

V,—analiiiisiks kasutatud lahustatud aurutamisjaéigi maht (8.4), ml.

Mairkus. Aerosooli korral tuleb mddtmistulemus massiprotsentides jéédgi kohta viljendada originaaltoote suhtes.
Selleks timberarvestuseks vaata aerosoolist proovi votmise eeskirju (lisa 1).

10. KORRATAVUS

Kui tsink-hiidroksiibenseensulfoonhappe sisaldus on umbes 5%, siis iihest proovist tehtud kahe
paralleelmédramise tulemuste vahe ei tohi absoluutvairtuses tiletada 0,5%.

11. TULEMUSTE INTERPRETEERIMINE

Vastavalt Vabariigi Valitsuse 26. novembri 1997. a madrusega nr 228 (RT I 1997, 94, 1570; 1999, 37, 479)
kinnitatud «Kosmeetikatoodete valmistamise, terviseohutuse tagamise ja importimise korrale» on tsink-
hiidroksiibenseensulfoonhappe maksimaalne lubatud sisaldus ndovees ja deodorantides 6%. See tdhendab, et
peale hiidroksiibenseensulfoonhappe sisalduse peab olema méaratud ka tsingi sisaldus. Korrutades arvutatud
tsink-hiidroksiibenseensulfoonhappe sisalduse (9) faktoriga 0,1588, saame minimaalse tsingi sisalduse
massiprotsentides, mis peaks teoreetiliselt tootes esinema, arvestades madratud hiidroksiibenseensulfoonhappe
sisaldust. Tsingi hulk, mis médratakse vahetult gravimeetriliselt (vaata vastavat meetodit), voib olla monevorra
korgem, kuna kosmeetikatoodetes voidakse kasutada ka tsinkkloriidi ja tsinksulfaati.

[RTL 2002, 54, 791 — jdust. 06.05.2002]

* Kiesolevas lisas on siilitatud Euroopa Uhenduste Komisjoni direktiivi 80/1335/EMU lisa iilesehitust ja
numeratsiooni.

Lisa 9
sotsiaalministri
23. detsembri 1999. a
mééruse nr 91 juurde

OKSUDEERIVATE AINETE IDENTIFITSEERIMINE JA
VESINIKPEROKSIIDI MAARAMINE JUUKSEHOOLDUSVAHENDITES*

Vesinikperoksiidi jodomeetriline méadramine kosmeetikatoodetes on voimalik ainult juhul, kui puuduvad teised
okstideerivad ained, mis tekitavad jodiidist joodi. Jérelikult enne vesinikperoksiidi jodomeetrilist md&ramist
on vaja kindlaks teha kdik olemasolevad oksiideerivad ained. Identifitseerimine toimub kahes etapis: esimeses
jarjekorras maératakse persulfaadid, bromaadid ja vesinikperoksiid ja teises —baariumperoksiid.

[RTL 2002, 54, 791 — jdust. 06.05.2002]
A. PERSULFAATIDE, BROMAATIDE JA VESINIKPEROKSIIDI IDENTIFITSEERIMINE
1. Pohiméte
Naatrium-, kaalium- ja ammooniumpersulfaati, kaalium-, naatriumbromaati ja vesinikperoksiidi (olenemata kas
nad périnevad baariumperoksiidist voi mitte) identifitseeritakse langeva paberkromatograafia abil, kasutades
kahte elueerimislahust.
2. Reaktiivid
Koik reaktiivid peavad olema analiiiitiliselt puhtad.
2.1. Kdikide jérgmiste standardlahuste kontsentratsioon on 5 g/1:
.1. Naatriumpersulfaat
.2. Kaaliumpersulfaat
.3. Ammooniumpersulfaat
4. Kaaliumbromaat
5.

Naatriumbromaat

2.1
2.1
2.1
2.1
2.1
2.1.6. Vesinikperoksiid

2.2. Elueerimislahus A —80% (mahu jargi) etanooli vesilahus
2.3. Elueerimislahus B —benseen, metanool, 3-metiiiilbutaan-1-o0l, vesi (mahulises vahekorras 34:38:18:10)

2.4. llmutuslahus A —kaaliumjodiidi vesilahus, 100 g/1
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2.5. llmutuslahus B —térklise vesilahus, 10 g/l
2.6. Ilmutuslahus C —soolhape, 10%

2.7. 4 N soolhape

3.Aparatuur ja seadmed

3.1. Kromatograafipaber (Whatman No 3 ja No 4 vdi samavaérsed)
3.2. Mikropipett, 1 pl

3.3. Mdotekolb, 100 ml

3.4. Kurdfiltrid

3.5. Langeva paberkomatograafia aparatuur
4. Proovi ettevalmistamine

4.1. Vees lahustuvad tooted

Igast proovist valmistada kaks lahust, lahustades 1 g ja 5 g toodet 100 ml vees. 1 pl kumbagi lahust kasutada
langevas paberkromatograafias, mida on kirjeldatud punktis 5.

4.2. Vees raskesti lahustuvad tooted

4.2.1.1 gja 5 g proovi kaaluda ning dispergeerida 50 ml vees. Mddtekolbides viia lahuste ruumala destilleeritud
veega 100 ml-ni ja segada. Mdlemad lahused filtreerida 14bi kurdfiltri (3.4) ja 1 pul kumbagi filtraati kasutada
paberkromatograafiaks (vaata punkti 5).

4.2.2. Kummastki proovist teha veel kaks dispersiooni, lisades 1 g ja 5 g proovile 50 ml vett. Lahused hapustada
soolhappega (2.7). Mootekolbides viia lahuste ruumala destilleeritud veega 100 ml-ni ja segada. Lahused
filtreerida 1&bi kurdfiltri (3.4) ja 1 pl iga filtraati kasutada paberkromatograafiaks (vaata punkti 5).

4.3. Kreemid

5 gja 20 g toodet dispergeerida 50 ml vees ja mdStekolvis viia lahuste ruumalad 100 ml-ni. 1 pl kumbagi
filtraati kasutada paberkromatograafiaks (vaata punkti 5)

5. MEETOD

5.1. Vajalik kogus elueerimislahuseid A (2.2) ning B (2.3) valada kahte eraldi kromatograafiatanki. Tankid
kiillastada lahusti aurudega vdhemalt 24 tunni jooksul.

5.2. Kromatograafiapaberi (3.1) 40-20 cm suuruse tiiki stardijoonele kanda mikropipetiga (3.2) 1 pl iga
standardlahust ja sama kogus punkti 4.1, 4.2 vdi 4.3 jargi valmistatud proovilahust. Paber lasta 5hu kées
kuivada.

5.3. Kromatograafiapaber (5.2) asetada ettevalmistatud kromatograafiatanki (5.1) ja voolutada, kuni

elueerimislahuse piir on litkkunud stardijoonest 35 cm kaugusele. Kromatografeerimine kestab ligikaudu
15 tundi.

5.4. Protseduure 5.2 ja 5.3 korrata, kasutades elueerimislahust B. Selle eluendiga kestab kromatografeerimine
umbes viis tundi.

5.5. Pérast elueerimist votta kromatogramm tankist vélja ja kuivatada Shu kées.

5.6. Ainete identifitseerimiseks kromatogrammil pritsida kromatogramme ilmutuslahustega:

5.6.1. Koigepealt pritsida kromatogramme ilmutiga A (2.4) ja kohe seejirel ilmutiga B (2.5). Persulfaatide
laigud vérvuvad esimestena ning seejérel varvub ka peroksiidi laik. Laikude kontuurid mérgistada pliiatsiga;
5.6.2. Kromatogramme pritsida ilmutiga C (2.6). Bromaatide laigud muutuvad hallikassinisteks.

Standardainete Rf vairtused eluentide A (2.2) ja B (2.3) puhul on ligikaudu jargmised:

Aine Eluent A (2.2) Eluent B (2.3)
Naatriumpersulfaat 0,40 0,10
Kaaliumpersulfaat 0,40 0,02 + 0,05
Ammooniumpersulfaat 0,50 0,10 + 0,20
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Naatriumbromaat 0,40 0,20
Kaaliumbromaat 0,40 0,10 + 0,20
Vesinikperoksiid 0,80 0,80

B. BAARIUMPEROKSIIDI MAARAMINE
1. Pohiméote
Baariumperoksiid identifitseeritakse parast proovi hapustamist (A 4.2) baariumiooni juuresolekul
vesinikperoksiidi tekkimise kaudu:
— persulfaadi puudumisel (A) lisatakse hapustatud proovile (B 4.1) lahjendatud vddvelhapet, mille tulemusena
moodustub valge baariumsulfaadi sade. Baariumiooni olemasolu proovis kinnitatakse paberkromatograafiaga
(vaata punkti B 5);
— kui proovis on nii baariumperoksiid kui ka persulfaadid (B 4.2), siis lahustatakse jadk leeliselises
lahuses (B 4.2). Pérast lahustumist soolhappes toestatakse baariumiooni olemasolu lahuses (B 4.2.3)
paberkromatograafiliselt ja/vdi baariumsulfaadi sademega.
2. Reaktiivid
2.1. Metanool
2.2. Soolhape, 36%
2.3. Soolhape, 6 N
2.4. Viaiavelhape, 4 N
2.5. Dinaatriumrodisonaat
2.6. Baariumkloriid (BaCl,— H,0)
2.7. Naatriumkarbonaat, veevaba
2.8. Baariumkloriidi vesilahus, 10 g/1
2.9. Elueerimislahus —metanool, kontsentreeritud soolhape (2.2), vesi (mahulises vahekorras 80:10:10)
2.10. Ilmutuslahus —dinaatriumrodisonaadi vesilahus, 1 g/, mis tuleb valmistada vahetult enne kasutamist.
3. Aparatuur ja seadmed
3.1. Mikropipett, 5 pl
3.2. Plaatinatiigel
3.3. Mootekolb, 100 ml

3.4. Kromatograafiapaber Schleicher and Schull 2043b vbi selle ekvivalent. Paberi puhastamiseks elueerida seda
00 14bi langeva kromatograafia tankis (A 3.5), kasutades eluenti (B 2.9). Enne kasutamist paber kuivatada.

3.5. Kurdfilter
3.6. Tavaline aparatuur tdusva paberkromatograafia jaoks.
4. Proovi ettevalmistamine

4.1. Tooted, mis ei sisalda persulfaate:

4.1.1. 2 g toodet dispergeerida 50 ml vees ja soolhappega (B 2.3) viia dispersiooni pH umbes iiheni.

4.1.2. Dispersioon viia kvantitatiivselt iile 100-ml mddtekolbi, tdita veega mérgini ja segada. Seda dispersiooni
kasutada paberkromatograafliseks identifitseerimiseks (vaata punkti 5) ja baariumi identifitseerimiseks
baariumsulfaadi sademena.

4.2. Tooted, milles on persulfaat:

4.2.1. 2 g toodet dispergeerida 100 ml vees ja filtreerida.

4.2.2. Sade filtril kuivatada, kanda iile plaatinatiiglisse (B 3.2), lisada sademe kaalust 7-10 korda rohkem
naatriumkarbonaati (B 2.7), segada ja segu sulatada poole tunni jooksul.

4.2.3. Tiigel jahutada toatemperatuurini, sisu lahustada 50 ml vees ja filtreerida (B 3.5).

4.2.4. Filtreerimisest jadnud sade lahustada soolhappes (B 2.3) ja lahuse ruumala viia mddtekolvis 100 ml-ni.
Lahust kasutada paberkromatograafiliseks analiiiisiks (B 5) ja baariumi identifitseerimiseks baariumsulfaadi
sademena.

5. Meetod
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5.1. Vajalik kogus elueerimislahust (B 2.9) valada kromatograafiatanki (B 3.6) ning tanki kiillastada eluendi
aurudega vdhemalt 15 tundi.

5.2. Kromatograafiapaberi (B 3.4) stardijoonele kanda mikropipetiga (B 3.1) 5 pl lahuseid B 4.1.2, B4.2.4 ja
standardlahust (B 2.8).

5.3. Paber kuivatada 6hu kies. Kromatografeerida, kuni eluendi piir on tdusnud 30 cm korgusele stardijoonest.
5.4. Kromatogramm vdtta tankist vélja ja kuivatada Shu kées.

5.5. Kromatogrammi ilmutamiseks pihustada sellele ilmutit (B 2.10). Baariumi olemasolu korral ilmuvad
kromatogrammile punased laigud, mille Rf véartus on umbes 0,10.

C. VESINIKPEROKSIIDI MAARAMINE
1. Pohimate

Vesinikperoksiidi jodomeetriline médramine pShineb reaktsioonil:
H,0,+ 2H ™+ 21" -1,+ 2H,0.

See reaktsioon toimub aeglaselt, aga seda saab kiirendada ammooniummoliibdaadi lisamisega. Moodustunud
jood maéiratakse titrimeetriliselt naatriumtiosulfaadiga ja tiitrimiseks kulunud tiosulfaadi ruumala jérgi
arvutatakse proovis oleva vesinikperoksiidi hulk.

2. Niitaja iihik

Vesinikperoksiidi sisaldust mdddetakse tilalkirjeldatud viisil ja see véljendatakse massiprotsendina tootes.
3. Reaktiivid

Koik reaktiivid peavad olema analiiiitiliselt puhtad.

3.1. 2 N véaidvelhape

3.2. Kaaliumjodiid

3.3. Ammooniummoliibdaat

3.4. 0,1 N naatriumtiosulfaat,

3.5. Kaaliumjodiidi lahus, 100 g/I, mis on enne kasutamist vérskelt valmistatud

3.6. Ammooniummoliibdaadi lahus, 200 g/

3.7. Tarklise lahus, 10 g/l

4. Aparatuur ja seadmed

4.1. Keeduklaas, 100 ml

4.2. Biirett, 50 ml

4.3. Madtekolb, 250 ml

4.4. Modtsilinder, 25 ml ja 100 ml

4.5. Pipett, 10 ml

4.6. Kooniline kolb, 250 ml

5. Meetod

5.1. 100-ml keeduklaasi kaaluda 10 g (m grammi) toodet, mis sisaldab umbes 0,6 g vesinikperoksiidi. Proov viia
veega 250-ml mootekolbi, tiita veega méargini ja segada.

5.2. Pipeteerida 10 ml proovilahust (5.1) 250-ml koonilisse kolbi (4.6) ja lisada toodud jarjekorras 100 ml 2 N
vadvelhapet (3.1), 20 ml kaaliumjodiidi lahust (3.5) ja kolm tilka ammooniummoliibdaadi lahust (3.6).
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5.3. Moodustunud jodiid tiitrida kohe 0,1 N naatriumtiosulfaadi lahusega (3.4). Kui tiitritav lahus on veel
ndrgalt kollane, lisada mdni milliliiter tarkliselahust (3.7) kui indikaatorit ja tiitrida ekvivalentpunktini. Méarkida
iiles tiitrimiseks kulunud 0,1 N naatriumtiosulfaadi hulk milliliitrites (V).

5.4. Punktide 5.2 ja 5.3 jérgi teha ka pimekatse, kus proovilahuse asemel votta 10 ml destilleeritud vett. Markida
iiles pimekatsel kulunud 0,1 N naatriumtiosulfaadi kogus V( milliliitrites.

6. Arvutused

Vesinikperoksiidi sisaldus tootes massiprotsentides P arvutada jirgmise valemi jargi:
P=(V -V x1,7008 x 250 x 100 / m x 10 x 1000 = (V-V) x 4,252 / m, kus:

m —analiiiisitava toote (5.1) kogus, g;

Vo—pimekatsel (5.4) kulunud 0,1 N naatriumtiosulfaadi lahuse ruumala, ml;

V —proovilahuse (5.3) tiitrimiseks kulunud 0,1 N naatriumtiosulfaadi lahuse hulk, ml.

7. Korratavus

Ligikaudu 6%-lise vesinikperoksiidi sisalduse puhul ei tohi samast proovist tehtud kahe paralleelse madramise
tulemuste vahe iiletada 0,2%.

* Kdesolevas lisas on siilitatud Euroopa Uhenduste Komisjoni direktiivi 82/434/EMU lisa iilesehitust ja
numeratsiooni.

Lisa 10
sotsiaalministri

23. detsembri 1999. a
maééruse nr 91 juurde

OKSUDEERIVATE VARVAINETE IDENTIFITSEERIMINE JA
POOLKVANTITATIIVNE MAARAMINE JUUKSEVARVIDES*

1. KASUTUSALA

See meetod sobib kreemjates ja vedelates juuksevérvides jargmiste ainete méadramiseks:

Ained Siimbolid
Feniileendiamiinid:

orto-feniileendiamiin (OPD)
meta-feniileendiamiin (MPD)
para-feniileendiamiin (lisa V) (PPD)

Metiiiilfeniileendiamiinid:
4-metiitil-1,2-fentileendiamiin(tolueen-3,4-diamiin) (OTD)
4-metiitil-1,3-fentileendiamiin(tolueen-2,4-diamiin) (MTD)
2-metiiiil-1,4-feniileendiamiin(tolueen-2,5-diamiin) (PTD)

Diaminofenoolid:

2,4-diaminofenool (DAP)
Hiidrokinoonid:

1,4-benseendiool (benseen-1,4-diool) (H)

alfa -naftool (alfa-N)
Piirogallool:

1,2,3-tridihiidroksiibenseen (benseen-1,2,3-triool) P)
Resortsinool:

1,3-dihiidroksiibenseen (benseen-1,3-diool) R)

2. POHIMOTE

Oksiideerivad virvained ekstraheeritakse kreemjatest voi vedelatest vérvidest pH 10 juures 96% etanooliga ja
identifitseeritakse kas iihe- voi kahedimensionaalse 6hekihikromatograafia (OKK) abil.

Nende ainete poolkvantitatiivseks madramiseks kromatografeeritakse samades tingimustes nii proovi kui ka
standardaineid.

3. REAKTIIVID
Koik reaktiivid peavad olema analiiiitiliselt puhtad.

3.1. Dehiidreeritud etanool
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3.2. Atsetoon

3.3. Etanool, 96% (v/v)

3.4. Ammooniumhiidroksiid, 25% (d*%4=0.91)
3.5. L(+) —askorbiinhape

3.6. Kloroform

3.7. Tstikloheksaan

3.8. Lammastik, tehniline

3.9. Tolueen

3.10. Benseen

3.11. n-Butanool

3.12. Butaan-2-ool

3.13. Hiipofosforishape, 50% (v/v) lahus

3.14. Diasoreaktiiv:

— 3-nitro-1-benseendiasoonium-klorobenseensulfonaat (stabiilne soola vorm), nditeks Red 2 JN —Francolor,voi
— 2-kloro-4-nitro-1-benseentiasooniumnaftaleenbensoaat (stabiilne soola vorm), nditeks NNCD reaktiiv —
kataloogi nr 74 150 FLUKA v4i samavéérne.
3.15. Hdbenitraat

3.16. p-dimetiiiilaminobensaldehiiiid

3.17. 2,5-dimetiiiilfenool

3.18. Raudkloriidheksahiidraat

3.19. Soolhape, 100 g/1

3.20. Standardained

Standardained on toodud punktis 1 (Kasutusala). Amiinide korral peab standard olema kas vaba aluse voi selle
kloriidina (dikloriidina).

3.21. Standardlahused, 5 g/1

Igast punktis 1 loetletud standardainest valmistatakse standardlahus kontsentratsiooniga 5 g/1.

Kaaluda 50 mg —1 mg standardainet 10-ml md&tekolbi, lisada 5 ml 96% etanooli (3.3) ja 250 mg askorbiinhapet
(3.5). Ammoniaagilahusega (3.4) viia lahuse pH 10-ni (indikaatorpaberi jargi). Kolb tdita 96% etanooliga (3.3)
mérgini ja segada.

Lahuseid voib hoida kiillmkapis niddal aega.

Teatud juhtudel voib pérast askorbiinhappe ja ammoniaagi lisamist tekkida sade. Sel juhul tuleb sademel lasta
enne lahuse kasutamist settida.

3.22. Elueerimislahused

3.22.1. Atsetoon, kloroform, tolueen (mahulises vahekorras 35:25:40).

3.22.2. Kloroform, tsiikloheksaan, absoluutne alkohol, 25% ammooniumhiidroksiid (mahulises vahekorras
80:10:10:1).

3.22.3. Benseen, butaan-2-ool, vesi (mahulises vahekorras 50:25:25).

Vedelik loksutada jaotuslehtris korralikult, eraldada kihid ja elueerimiseks kasutada iilemist faasi.
3.22.4. n-butanool, kloroform, reaktiiv M (mahulises vahekorras 7:70:23). Loksutada vedelikku jaotuslehtris
tugevasti, eraldada kihid ja elueerimiseks kasutada alumist faasi.

Reaktiiv M:
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Ammooniumhiidroksiidi lahus, 25% (3.4) 24 mahuosa
Hiipofosforishape, 50% (3.13) 1 mahuosa
Vesi 75 mahuosa

Mairkus. Ammoniaaki sisaldavaid elueerimislahuseid peab vahetult enne kasutamist loksutama.

3.23. Ilmutid
3.23.1. Diazoreaktiiv

Valitud reaktiivist (3.14) valmistada vesilahus (50 g/l). Lahus valmistada vahetult enne kasutamist.
3.23.2. Ehrlich—i reaktiiv

2 g p-dimetiiiilaminobensaldehiiiidi (3.16) lahustada 100 ml soolhappes (3.19).
3.23.3. 2,5-dimetiitilfenool-raudkloriidheksahiidraat:

lahus 1: 1 g dimetiiiilfenooli (3.17) lahustada 100 ml 96% etanoolis (3.3);

lahus 2: 4 g raudkloriidheksahiidraati (3.18) lahustada 100 ml 96% etanoolis (3.3).
Ilmutamiseks pihustada neid lahuseid eraldi, esmalt lahust 1 ja seejérel lahust 2.

3.23.4. Hobenitraadi ammoniakaalne lahus

Lisada hobenitraadi 50 g/l vesilahusele (3.15) 25% amoniaagi lahust, kuni sade on tdielikult lahustunud. See
reaktiiv tuleb valmistada vahetult enne kasutamist.

Arge siilitage reaktiivi.
4. APARATUUR

4.1. Tavalised laboriseadmed Shekihikromatograafia (OKK) jaoks.
4.1.1. Plastikust voi klaasist kate peab olema tehtud nii, et kromatograafiaplaati saab proovide plaadile kandmise
ja plaadi kuivatamise ajal hoida lammastiku atmosfédris. See ettevaatusabindu on vajalik, sest teatud varvained
on kergesti oksiideeruvad.
4.1.2. Mikrosiistal, 10-pl, gradueeritud 0,2-ul jaotustega, nelinurkse ndelaga, voi 50-pl dispenser, mis on
kinnitatud klambriga statiivi kiilge nii, et plaati saaks hoida limmastiku all.
4.1.3. Silikageeliga OKK-plaadid, kihi paksus 0,25 mm, 20 — 20 cm (Macherey and Nagel, Silica G-HR, mis on
plastikalusel voi samavédrsed).
4.2. Tsentrifuug —4000 podret/min
4.3. Tsentrifuugiklaasid, 10 ml, keeratava korgiga, PTFE tihendiga

5. ANALUUSI KAIK
5.1. Proovide ettevalmistamine

Esimesed 2-3 cm kreemi pigistada tuubist vélja ja visata dra.

Tsentrifuugiklaasi (4.3), mis on eelnevalt lammastikuga 1dbi puhutud, kaaluda 300 mg askorbiinhapet ja 3 g
uuritavat kreemi voi homogeniseeritud vedelikku.

Tilkhaaval lisada ammoniagi lahust (3.4), kuni pH on 10. Ruumala viia 96% etanooliga (3.3) 10 ml-ni.

Proov homogeniseerida lammastiku all, sulgeda tsentrifuugiklaas korgiga ja tsentrifuugida kiirusega 4000 p/min
kiimme minutit. Analiilisiks kasutada supernatanti.

5.2. Kromatograafia
5.2.1. Plaadile kandmine

Lammastiku keskkonnas (3.8) kanda OKK-plaadile (4.1.3) iiksteisest 1,5 cm kaugusele ning umbes 1,5 cm
kaugusele plaadi servast 1-pl iga iilalmainitud standardlahust (9 punkti).

Standardlahused paigutada plaadile jargmise skeemi kohaselt:

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

Punktidesse 10 ja 11 kanda 2 pl iga proovilahust (punkti 5.1 jéargi saadud).

Plaati hoida kromatograafiatanki panemiseni lammastiku atmosfaaris.
5.2.2. Elueerimine
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Tank puhuda lammastikuga 1dbi, valada sisse iiks eluentidest (3.22) ja kiillastada tank eluendi aurudega. Plaat
asetada tanki ning elueerida toatemperatuuril pimedas, kuni lahusti piir on jdudnud umbes 15 cm stardijoonest
tilespoole.

Plaat votta tankist vélja ja kuivatada toatemperatuuril ldmmastiku keskkonnas.
5.2.3. Ilmutamine

Plaadile pihustada viivitamatult iiks neljast ilmutuslahusest (3.23).
5.2.4. Identifitseerimine

Vorrelda proovi ja standardite laikude virvi ja Revédrtusi.

Tabelis 1 on toodud néitena standardainete ligikaudsed Revédrtused ja ilmutamisel tekkiv varv olenevalt
kasutatud eluendist ja ilmutist.

Kaheldava identifitseerimisetulemuse kinnitamiseks voib kasutada lisamismeetodit (lisada proovile vastava
standardaine lahust).
5.2.5. Poolkvantitatiivne hindamine

Aine kontsentratsiooni poolkvantitatiivseks madiaramiseks vorrelda proovi ja vastava standardaine laigu pindala
ja varvi intensiivsust.

Kui tihe voi mitme aine kontsentratsioon proovis on liiga suur, tuleb proovilahust lahjendada ja mdotmist
korrata.

Tabel 1
Standardaine laikude virv ja Ryvéirtus vahetult pirast kromatogrammi ilmutamist
Standardaine Elueerimislahused IImuti
3.20
Ryvairtused Ilmutamisel saadud varv
3.22.1 3222 3223 3224 Diazo Ehrlich  Di- metiiiil-AgNO33.23.4
3.23.1 3.23.2 fenool
3233
OPD 0,62 0,60 0,30 0,57  kahvatupruun - - kahvatu-
pruun
MPD 0,40 0,60 0,47 0,48 violetne Kollane  kahvatu-  kahvatu-
pruun* pruun pruun
PPD 0,20 0,50 0,30 0,48 pruun ere- violetne roheline
punane*
OTD 0,60 0,60 0,53 0,60 pruun*  Kahvatu- kahvatu-  rohekas-
oranz pruun pruun
MTD 0,40 0,67 0,45 0,60 punakaspruun* Kollane pruun must
PTD 0,33 0,65 0,37 0,70 pruun oranz violetne*  roheline
DAP 0,07 - 0 0,05 pruun* oranz violetne pruun
H 0,50 0,35 0,80 0,20 - oranz violetne must*
alfa-N 0,90 0,80 0,90 0,75 oranz- - violetne* must
pruun
P 0,37 - 0,67 0,05 pruun Viga viga pruun*
kahvatuvioldtahvatupruun
R 0,50 0,37 0,80 0,17 oranz* Kahvatu- viga kahvatu-
violetne kahvatupruun pruun
Mirkused.

1. OPD on ainult norgalt ndha. OTD ja OPD teineteisest selgelt eraldamiseks peab kasutama lahust 3.22.3.
2. * Néitab parimat ilmutit.

6. KAHEMOOTMELINE OHEKIHIKROMATOGRAAFIA
Kahemddtmelise OKK tegemiseks on vaja tiiendavaid reaktiive ja standardeid.

6.1. Tdiendavad standardained ja reagendid
6.1.1. beeta-naftool (beeta-N)
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6.1.2. 2-aminofenool (OAP)

6.1.3. 3-aminofenool (MAP)

6.1.4. 4-aminofenool (PAP)

6.1.5. 2-nitro-1,4-feniileendiamiin (2-NPPD)
6.1.6. 4-nitro-1,2-feniileendiamiin (4-NOPD)

Loetletud standardainetest valmistada lahused kontsentratsiooniga 5 g/I, nagu on kirjeldatud punktis 3.21.

6.2. Tdiendav elueerimislahus
6.2.1. Etiitilatsetaat, tsiikloheksaan, 25% ammoniaagi lahus (mahulises vahekorras 65:30:0,5)

6.3. Tdiendav ilmutussiisteem
Kromatograafiatanki asetada klaasnduga 2 g joodikristalle ja sulgeda tank kaanega.

6.4. Kromatograafia

6.4.1. Tommata kaks joont plaadi (4.1.3) pinnale joonisel 1 ndidatud kohtadesse.

6.4.2. Lammastiku keskkonnas (4.1.1) lisada 1—4 pl lahust (5.1) pdhipunkti nr 1 (joon 1), mis on 2 cm kaugusel
mdlemast kiiljest. Lahuse hulk sdltub laigu intensiivsusest kromatogrammil (5.2).

6.4.3. Punktidesse 2 ja 3 (joon 1) kantakse 2 ul nende standardainete lahust (3.21), mis punkti 5.2 jérgi saadud
(3.21). Seda tuleb teha lammastiku keskkonnas (6.4.1).

6.4.4. Operatsiooni 6.4.3 korrata punktides 4 ja 5 (joon 1). Plaati hoida ldmmastiku all kromatografeerimistanki
panekuni.

6.4.5. Tank puhuda ldmmastikuga 14bi, valada sisse eluent (3.22.2) ja kiillastada tank eluendi aurudega. Plaat
asetada tanki ning elueerida toatemperatuuril pimedas, kuni lahusti piir on joudnud stardijoonest 13 cm kaugusel
oleva jooneni.

6.4.6. Plaat votta elueerimistankist vélja ja asetada kuivatamiseks eelnevalt limmastikuga tdidetud tanki.
Kuivatamine kestab vihemalt 60 minutit.

6.4.7. Lammmastikuga labipuhutud jargmisse tanki valada sobiv kogus eluenti (6.2) ja plaati kromatografeerida
90-all vorreldes esimese elueerimisega, kuni eluendi piir on tdusnud plaadile tdmmatud jooneni. Elueerimine
toimub taas pimedas. Plaat votta tankist vélja ja kuivatada Shu kées.

6.4.8. Plaat asetada kiimneks minutiks joodi auruga (6.3) tdidetud kromatograafiatanki ja kahemdotmelist
kromatogrammi interpreteerida, kasutades tabelis 1 toodud standardainete Ryviértusi ja tabelis 2 toodud vérve.

Maksimaalse virvi saamiseks tuleb plaat jétta joodiaurudesse vihemalt pooleks tunniks.

6.4.9. Punktis 6.4.8 leitud oksiideerivate juuksevéarvide 16plikuks tdestamiseks korrata operatsioone 6.4.1—
6.4.8, kandes plaadile punktis 1 lisaks proovile ka eelmisel kromatografeerimisel identifitseeritud ainete
standardlahused (1 pl). Kui niilid kromatografeerimisel uusi laike ei lisandu, vdib kromatogrammi
interpreteerimise lugeda digeks.

Tabel 2
Standardainete virvid kromatogrammil pérast joodiga ilmutamist
Standardaine Virv pérast joodiga ilmutamist
R beez
P pruun
alfa-N violetne
beeta-N kahvatupruun
H violetne pruun (punakaspruun)
MPD kollakaspruun
PPD punakaspruun
MTD tumepruun
PTD kollakaspruun
DAP t tumepruun
OAP oranz
MAP kollakaspruun
PAP violetne pruun
2-NPPD pruun
4-NOPD oranz

(v.t. RTL 2000, 22, 302)
Joonis 1. Lahuste kandmine OKK-plaadile

* Kiesolevas lisas on siilitatud Euroopa Uhenduste Komisjoni direktiivi 82/434/EMU lisa iilesehitust ja
numeratsiooni.
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sotsiaalministri
23. detsembri 1999. a
madruse nr 91 juurde
NITRITI IDENTIFITSEERIMINE JA MAARAMINE
A. IDENTIFITSEERIMINE

1. Kasutusala
See meetod on sobiv nitriti mddramiseks erinevates kosmeetikatoodetes, eriti kreemides ja pastades.
[RTL 2002, 54, 791 — jdust. 06.05.2002]
2. Pohimote
Nitrit annab 2-aminobensaldehiiiid-feniiiilhiidrazooniga (Nitriin—) iseloomulikku vérvi ihendi.
3. Reaktiivid

Koik reaktiivid peavad olema analiiiitiliselt puhtad.

3.1. Lahjendatud véavelhape:

2 ml kontsentreeritud vidvelhapet (D204= 1,84) lahjendada 11 ml destilleeritud veega.

3.2. Lahjendatud soolhape:

Lahjendada 1 ml kontsentreeritud soolhapet 11 ml destilleeritud veega.

3.3. Metanool

3.4. 2-aminobensaldehiiiid-feniiiilhiidrazooni (Nitriin ® reaktiiv) lahus metanoolis.

Kaaluda 2 g Nitriin ® reaktiivi ja viia 100-ml mddtekolbi. Lisada tilkhaaval 4 ml lahjendatud soolhapet ja
%Zl.(;;tada. Taita kolb metanooliga mérgini ja segada, kuni lahus on selge. Hoida lahust pruunist klaasist pudelis
4. Aparatuur

4.1. Keeduklaas, 50 ml

4.2. Mdotekolb, 100 ml

4.3. Pruunist klaasist pudel, 125 ml

4.4. Klaasplaat

4.5. Plastspaatel

4.6. Filterpaber, 10-10 cm

5. Analiiiisi kaik

5.1. Jaotada uuritav osa proovist iihtlaselt klaasplaadile (4.4) nii, et see kataks plaati maksimaalselt 1 cm
paksuselt.

5.2. Immutada filterpaber destilleeritud veega ja asetada see proovile. Vajutada filterpaber plastspaatliga (4.5)
vastu proovi.

5.3. Oodata iiks minut ja lisada filterpaberi keskele:

kaks tilka lahjendatud vadvelhapet (3.1) ja seejérel kaks tilka Nitriin —lahust (3.4).

5.4. 5-10 sekundi pérast eemaldada filterpaber ja uurida seda vastu paevavalgust. Nitriti olemasolu tdestab
erepunane varv. Kui nitriti sisaldus on madal, muutub erepunane vérv 5—15 sekundi pérast kollaseks. Kui nitriti
sisaldus proovis on suur, muutub virv alles 1-2 minuti pérast.

6. Miirkus
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Purpurpunase vérvi intensiivsus ja kollaseks muutumise aeg annab mérku nitriti sisaldusest proovis.
B. MAARAMINE

1. Rakendusala

Meetod kirjeldab nitriti miadramist kosmeetikatoodetes.

[RTL 2002, 54, 791 — jdust. 06.05.2002]

2. Niitaja iihik

Selle meetodiga méératud nitriti sisaldus proovis viljendatakse naatriumnitriti massiprotsendina.

3. PGhimote

Pirast proovi lahustamist vees ja selitamist lastakse nitritil regeerida sulfoniiiilamiidiga ja N-1-
naftiiiiletiileendiamiiniga. Lahuse optiline tihedus mdddetakse 538 nm juures.

4. Reaktiivid
Koik reaktiivid peavad olema analiiiitiliselt puhtad.

4.1. Selitamisreaktiivid: neid ei tohi kasutada rohkem kui iiks nddal parast valmistamist.
4.1.1. Carres 1 reaktiiv

Lahustada 106 grammi kaaliumtsiianoferraati destilleeritud vees ja viia lahus veega liitrini.
4.1.2. Carres 1l reaktiiv

Lahustada 219,5 grammi tsinkatsetaati ja 30 ml kontsentreeritud dadikhapet vees ja lisada destilleritud vett
1000 ml-ni.

4.2. Naatriumnitriti lahus

Lahustada 0,500 g naatriumnitritit 1000-ml mddtekolvis destilleeritud vees ja lisada destilleeritud vett méargini.
Lahjendada 10,0 ml standardlahust 500 ml-ni. 1 ml lahust sisaldab 10 pg naatriumnitritit.

4.3. 1 N naatriumhiidroksiidi lahus
4.4. 0,2% sulfaniilamiidhiidrokloriidi lahus:

Lahustada 2,0 grammi sulfaniilamiidi 800 ml vees seda soojendades. Jahutada ja lisada 100 ml kontsentreeritud
soolhapet pidevalt segades (liigutades). Viia destilleeritud veega 1000 ml-ni.

4.5. 5 N soolhape
4.6. N-1-naftiitilreaktiiv:

See lahus peab olema valmistatud kasutamispéeval. Lahustada 0,1 g N-1-naftiiiiletiileendiamiin-dihiidrokloriidi
vees ja lahjendada 100 ml-ni.

5. Aparatuur

5.1. Analiiitilised kaalud

5.2. Mdadtekolvid, 100 ml, 250 ml, 500 ml ja 1000 ml
5.3. Maht- vdi mddtepipetid

5.4. Mootesilinder, 100 ml

5.5. Kurdfilter, nitritivaba, diameetriga 15 cm
5.6. Veevann

5.7. Spektrofotomeeter kiivettidega 1 cm

5.8. pH-meeter

5.9. Mikrobiirett, 10 ml

5.10. Keeduklaas, 250 ml
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6. Analiiiisi kiiik

6.1. Kaaluda umbes 0,5 grammi (m grammi) tdpsusega 0,1 mg homogeniseeritud proovi. Kanda kuuma
destilleeritud veega kaalutis kvantitatiivselt keeduklaasi (5.10) ja viia mahuni umbes 150 ml. Panna keeduklaas
(5.10) pooleks tunniks veevanni (5.6) 80 °C juurde. Segada voi loksutada aegajalt klaasi sisu.

6.2. Jahutada toatemperatuurini ja lisada pidevalt segades 2 ml Carres 1 reaktiivi (4.1.1) ja 2 ml Carres 11
reaktiivi (4.1.2).

6.3. Lisada 1IN NaOH lahust (4.3) ja tdsta pH véértus 8,3-ni. Kasutada pH-meetrit (5.8). Klaasi sisu viia
kvantitatiivselt iile 250-ml modtekolbi (5.2) ja tdita see destilleeritud veega margini.

6.4. Kolvi sisu segada ja filtreerida 1abi kurdfiltri (5.5).

6.5. Pipeteerida (5.3) 100-ml m&otekolbi (5.2) vajalik kogus (V ml) filtraati, aga mitte rohkem kui 25 ml ja
lisada destilleeritud vett 60 ml-ni.

6.6. Pdrast segamist lisada 10,0 ml sulfaniilamiidhiidrokloriidi lahust (4.4) ja seejarel 6,0 ml 5 N soolhapet (4.5).
Segada ja lasta seista viis minutit. Lisada 2,0 ml N-1-naftiiiilreaktiivi (4.6). Segada ja lasta seista kolm minutit.
Lahjendada veega mairgini ja segada.

6.7. Teha pimekatse, korrates operatsiooni 6.5 ja 6.6 N-1-naftiiiilreaktiivi lisamiseta.

6.8. Moota saadud lahuse (6.6) optiline tihedus spektrofotomeetriga (5.7) 538 nm juures, kasutades
vordluslahusena pimelahust (6.7).

6.9. Kalibreerimisgraafikult (6.10) lugeda naatriumnitriti sisaldus (m; pg) mikrogrammides 100 ml kohta
(ng /100 ml) lahuses, mis vastab punktis 6.8 mdddetud optilisele tihedusele.

6.10. Kasutades naatriumnitriti pShilahust 10 pg/ml konstrueerida kalibreerimisgraafik kontsentratsioonidega 0,
20, 40, 60, 80 ja 100 pg naatriumnitritit 100 ml kohta.

7. Arvutused

Arvutada naatriumnitriti sisaldus proovis massiprotsendina P, kasutades jargmist valemit:

P=250xm;x 107 %k 100/ V x m = my/ V x m x40, kus:

m —proovi mass grammides (6.1);

m;— kalibreerimisgraafikult (6.9) mairatud NaNO;sisaldus mikrogrammides;
V —analiilisiks kasutatud filtraadi maht (6.5) milliliitrites.

8. Korratavus

Ligikaudu 0,2% NaNOjsisalduse korral ei tohi kahe paralleelkatse tulemuste absoluutvéértuste erinevus olla
suurem kui 0,005%.

* Kdesolevas lisas on siilitatud Euroopa Uhenduste Komisjoni direktiivi 82/434/EMU lisa iilesehitust ja
numeratsiooni.

Lisa 12
sotsiaalministri
23. detsembri 1999. a
mééruse nr 91 juurde
VABA FORMALDEHUUDI IDENTIFITSEERIMINE JA MAARAMINE
1. KASUTUSALA

See meetod kirjeldab vaba formaldehiiiidi identifitseerimist ja kahte méaramismeetodit. Meetodi valik
sOltub sellest, kas tootes on formaldehiiiidi eraldavaid aineid v&i mitte. See meetod on kasutatav kdikide
kosmeetikatoodete puhul.
[RTL 2002, 54, 791 — jdust. 06.05.2002]

1.1. Identifitseerimine

1.2. Méiramine pentaan-2,4-diooniga kolorimeetriliselt
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Seda meetodit kasutatakse, kui formaldehtiiidi on kasutatud iiksinda voi koos teiste sdilitusainetega, mis ei ole
formaldehiitidi doonorid.

Kui ei ole tegemist iilalkirjeldatud juhuga voi kui tulemus iiletab maksimaalse lubatud kontsentratsiooni, siis
tuleb kasutada jargmist meetodit.

1.3. Miéidramine formaldehiiiidi doonorite juuresolekul
Ulalnimetatud meetodi (1.2) puhul analiiiisi kiiigus formaldehiiiidi doonorid (seotud vdi poliimeriseerunud
formaldehiitidi sisaldavad ained) lagunevad ja seetottu analiiiisil saadud tulemus on suurem kui vaba
formaldiiiidi sisaldus. Vaba formaldehiiiid eraldatakse vedelikkromatograafiliselt.
2. NAITAJA UHIK

Kéesoleva meetodiga méératud vaba formaldehiiiidi sisaldus proovis viljendatakse massiprotsendina.

3. IDENTIFITSEERIMINE
3.1. PGhimote
Vaba ja seotud formaldehiiiid muudab vadvelhappe keskkonnas Schiff’i reaktiivi roosaks voi kahvatulillaks.
3.2. Reaktiivid
Koik reaktiivid peavad olema analiiiitiliselt puhtad ja vesi peab olema demineraliseeritud.
3.2.1. Fuksiin
3.2.2. Naatriumsulfitheptahtidraat
3.2.3. Kontsentreeritud soolhape (d = 1,19)
3.2.4. Viaivelhape, ligikaudu 1 M
3.2.5. Schiff’i reaktiiv —100 mg fuksiini kaaluda keeduklaasi ja lahustada 75 ml vees 80 °C juures.
Pérast jahutamist lisada 2,5 g naatriumsulfitit (3.2.2). Lahuse ruumala viia 100 ml-ni. See reaktiiv on
kasutamiskolbulik kahe néddala jooksul.
3.3. Analiiiisi kiik
3.3.1. Kaaluda 10-ml keeduklaasi 2 g proovi.

3.3.2. Proovile lisada kaks tilka vadvelhapet (3.2.4) ja 2 ml Schiffi reaktiivi (3.2.5). See reaktiiv peab olema
taiesti varvitu.

Keeduklaasi sisu loksutada ja jétta viieks minutiks seisma.

3.3.3. Kui viie minuti jooksul tekib roosa voi lillakas varvitoon, siis on formaldehiiiidi sisaldus suurem kui
0,01% ja madramiseks tuleb kasutada meetodit 4 ja vajadusel protseduuri 5.

4, SUMMAARSE FORMALDEHUUDI MAARAMINE
PENTAAN-2,4-DIOONIGA KOLORIMEETRILISELT

4.1. P6himdote

Formaldehiitid reageerib pentaan-2,4-diooniga ammooniumatsetaadi juuresolekul, moodustades 3,5-
diatsetiitil-1,4-dihiidrolutidiini. See ekstraheeritakse 1-butanooliga ja lahuse absorptsiooni mdddetakse 410 nm
juures.

4.2. Reaktiivid

Kbik reaktiivid peavad olema analiiiitiliselt puhtad ja vesi peab olema demineraliseeritud.

4.2.1. Ammooniumatsetaat, veevaba

4.2.2. Kontsentreeritud dddikhape, d204: 1,05

4.2.3. Pentaan-2,4-dioon, varskelt destilleeritud vaakumis 25 mm Hg ja 25 °C juures. Lahuse neeldumine
410 nm juures peab olema null.

4.2.4. Butaan-1-o0l
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4.2.5. Soolhape, 1 M

4.2.6. Soolhape, ligikaudu 0,1 M

4.2.7. Naatriumhiidroksiid, 1 M

4.2.8. Tarkliselahus, virskelt valmistatud Euroopa Farmakopda jérgi (1 g 50 ml vees)

4.2.9. Formaldehiiiidi lahus, 37-40% (mass/maht)

4.2.10. Joodi standardlahus, 0,05 M

4.2.11. Naatriumtiosulfaadi standardlahus, 0,1 M

4.2.12. Pentaan-2,4-diooni reaktiiv

1000-ml moddtekolvis lahustada 150 g ammooniumatsetaati (4.2.1), 2 ml pentaan-2,4-diooni (4.2.3) ja 3 ml
kontsentreeritud dddikhapet (4.2.2). Lisada vett 1000 ml-ni (lahuse pH ligikaudu 4—6). Reaktiivid peavad olema
vérskelt valmistatud.

4.2.13. Reaktiiv (4.2.12) ilma pentaan-2,4-dioonita

4.2.14. Formaldehiiiidi standardi pdhilahus

5 g formaldehiiiidi lahust (4.2.9) valada 1000-ml mddtekolbi ja téita see veega 1000 ml-ni.

Lahuse kontsentratsioon méérata jargmiselt:

Votta 10,00 ml lahust ja lisada sellele 25,00 ml joodi standardlahust (4.2.10) ja 10 ml naatriumhiidroksiidi lahust
(4.2.7). Lasta viis minutit seista ja lisada 11 ml 1 N HCI (4.2.5).

Joodi liig tiitritakse naatriumtiosulfaadi standardlahusega (4.2.11), kasutades térkliselahust (4.2.8) indikaatorina.
1 ml 0,05 N joodilahust (4.2.10) on ekvivalentne 1,5 mg formaldehiiiidiga.

4.2.15. Formaldehiiiidi standardi lahjendatud lahus

Formaldehiitidi pdhilahust lahjendada veega 20 korda ja saadud lahust omakorda 100 korda.

1 ml lahjendatud lahust sisaldab ligikaudu 1 pg formaldehiiiidi. Arvutada formaldehiiiidi tdpne kontsentratsioon.
4.3. Aparatuur

4.3.1. Standardne labori aparatuur

4.3.2. Jaotuslehter

4.3.3. Tsentrifuug

4.3.4. Veevann 60 °C

4.3.5. Spektrofotomeeter

4.3.6. Klaaskiivetid, optilise teepikkusega 1 cm.

4.4. Analiiiisi kaik

4.4.1. Katsekoguse lahustamine

100-m] m&otekolbi kaaluda tapsusega 0,001 g selline katsekogus, milles on eeldatavalt 150 pg formaldehiiiidi.
Mootekolb tiita veega mérgini ja segada (lahus S).

Kontrollida, et pH oleks kuue ldhedal, vastasel juhul lahjendada lahjendatud soolhappega (4.2.6).

50-ml Erlenmeyeri kolbi pipeteerida:

— 10,00 ml lahust S;
— 5,00 ml pentaan-2,4-dioon reaktiivi (4.2.12);
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— 15,00 ml demineraliseeritud vett.
4.4.2. Standardlahus
Voimalikud héired, mis on tingitud proovi taustavarvist elimineeritakse jirgmise vordluslahuse kasutamisega.

50-ml Erlenmeyeri kolbi pipeteerida:
—10,00 ml lahust S;

— 5,00 ml reaktiivi (4.2.13);

— 15 ml demineraliseeritud vett.

4.4.3. Pimekatse

50-ml Erlenmeyeri kolbi pipeteerida:
— 5,00 ml pentaan-2,4-dioon reaktiivi (4.2.12);
— 25 ml demineraliseeritud vett.

4.4.4. Médramine

4.4.4.1. Kolbide (4.4.1), (4.4.2) ja (4.4.3) sisu loksutada ja panna nad veevanni 60 °C juures tdpselt kiimneks
minutiks. Lasta jahtuda kaks minutit jddvees.

4.4.4.2. Lahused kanda iile 50-ml jaotuslehtritesse, kuhu lisada 10,0 ml butaan-1-o0li (4.2.4), igat kolbi loputada
3-5 ml veega ja lisada need loputusveed jaotuslehtrisse. Loksutada segu tugevalt tapselt 30 sekundit ja seejérel
lasta kihistuda.

4.4.4.3. Butaan-1-ooli faas filtreerida 14bi faasjaotusfiltri mootkiivettidesse (4.3.2). V3ib kasutada ka
tsentrifuugimist (3000 g/ 5 min).

4.4.4.4. Modta katsekoguse (4.4.1) ekstrakti neeldumine A 410 nm juures standardlahuse ekstakti (4.4.2) suhtes.
4.4.4.5. Analoogselt modta pimelahuse (4.4.3) ekstrakti neeldumine Ajbutaan-1-ool suhtes.

NB! Mirkus: koik need operatsioonid tuleb sooritada 25 min jooksul hetkest, mil Erlenmeyeri kolb on asetatud
60 °C veevanni.

4.4.5. Kalibreerimiskdver

4.4.5.1. 50-ml Erlenmeyeri kolbi pipeteerida:

— 5,00 ml lahjendatud standardlahust (4.2.15);

— 5,00 ml pentaan-2,4-dioon reaktiivi (4.2.12);

— 20 ml demineraliseeritud vett.

4.4.5.2. Jatkata, nagu on kirjeldatud punktis 4.4.4 ja mdota neeldumine butaan-1-ooli (4.2.4) suhtes.

4.4.5.3. Protseduuri korrata, pipeteerides lahjendatud standardlahust (4.2.15) 10, 15, 20 ja 25 ml.

4.4.5.4. Leida reaktiivide neeldumine, toimides punkti 4.4.4.5 kohaselt.

4.4.5.5. Standardlahuste neeldumistest (mdddetud punktide 4.4.5.1— 4.4.5.3 jérgi) lahutada reaktiividest tingitud
neeldumine (punkt 4.4.5.4). Saadud tulemused kanda kalibreerimisgraafikule. Lambert-Beer i seadus on kehtiv,
kui formaldehiiiidi sisaldus katselahuses (4.4.1) on kuni 30 pg.

4.5. Arvutused

4.5.1. Lahutada A-st Ajja lugeda kalibreerimiskdveralt formaldehiiiidi sisaldus C mikrogrammides katselahuses
(4.4.1).

4.5.2. Formaldehiiiidi sisaldus proovis (M) arvutada massiprotsendina (% m/m) jirgmise valemi abil:
Formaldehiitidi sisaldus % M = C / (1000 x m), kus:
m —katsekoguse mass grammides.

4.6. Korratavus

0,2%-lise formaldehiiiidi sisalduse puhul ei tohi samast proovist tehtud kahe paralleelse médiramise tulemuste
vahe iiletada 0,005% pentaan-2,4-diooniga kolorimetreerimisel.

Juhul kui médramise tulemusena saadakse kdrgem formaldehiiiidi sisaldus, kui on sdtestatud Vabariigi Valitsuse
28. oktoobri 1997. a madrusega nr 228 (RT 1 1997, 94, 1570; 1999, 37, 479) kinnitatud «Kosmeetikatoodete
valmistamise, terviseohutuse tagamise ja importimise korra» lisades, nt:

[RTL 2002, 54, 791 — joust. 06.05.2002]

—0,05% ja 0,2% vahel mirgistamata toodetes;

— kdrgem kui 0,2% toodetes, mis on kas mérgistatud voi mérgistamata, siis kasutada punktis 5 kirjeldatud
médramismeetodit.

5. FORMALDEHUUDI MAARAMINE DOONORITE JUURESOLEKUL

5.1. Meetodi pohimdte
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Vedelikkromatograafiliselt eraldatud formaldehiiiid viiakse pentaan-2,4-diooniga iile lutidiini derivaadiks
kolonnijérgses reaktoris. Saadud derivaadi neeldumine mdddetakse 420 nm juures.

5.2. Reaktiivid

Koik reaktiivid peavad olema analiiiitiliselt puhtad ja vesi demineraliseeritud.
5.2.1. Vesi, HPLC grade v0i samavéarne

5.2.2. Ammooniumatsetaat, veevaba

5.2.3. Kontsentreeritud dadikhape

5.2.4. Pentaan-2,4-dioon (hoitud 4 °C juures)

5.2.5. Dinaatriumfosfaat, veevaba

5.2.6. Ortofosforhape, 85% (d = 1,7)

5.2.7. Metanool, HPLC grade

5.2.8. Dikloormetaan

5.2.9. Formaldehiiiidi lahus, 37-40%

5.2.10. Naatriumhiidroksiiiid, 1 M

5.2.11. Soolhape, 1 M

5.2.12. Soolhape, 0,002 M

5.2.13. Téarkliselahus, virskelt valmistatud Euroopa Farmakopda jérgi (vt 4.2.8)
5.2.14. Joodi standardlahus, 0,05 M

5.2.15. Naatriumtiosulfaadi standardlahus, 0,1 M

5.2.16. Liikuv faas:
0,006 M dinaatriumfosfaadi (5.2.5) vesilahus, mille pH on viidud ortofosforhappega (5.2.6) 2,1-ni

5.2.17. Kolonnijérgse derivatiseerimise reaktiiv:

1000-ml modtekolvis lahustada:

— 62,5 g ammooniumatsetaati (5.2.2);

— 7,5 ml aadikhapet (5.2.3);

— 5 ml pentaan-2,4-diooni (5.2.4).

Mootekolb tiita veega (5.2.1) mérgini.

Hoida pimedas! Reaktiivi sdilivusaeg: maksimaalselt kolm pdeva 25 °C juures.

Virvus ei tohi muutuda!

5.2.18. Formaldehiiiidi standardi pdhilahus:
1000-ml modtekolbi valada 10 g formaldehiiiidi lahust (5.2.9) ja tdita veega margini.

Lahuse kontsentratsioon méirata jargmiselt: pipeteerida 5,00 ml lahust, lisada 25,00 ml joodi standardlahust
(5.2.14) ja 10,00 ml naatriumhiidroksiitidi lahust (5.2.10).

Jatta viieks minutiks seisma.

Hapestada 11,00 ml HCl-ga (5.2.11) ja tiitrida joodi standardlahuse liig naatriumtiosulfaadi standardlahusega,
kasutades indikaatorina tarkliselahust (5.2.13).

1 ml joodilahusele (5.2.14) vastab 1,5 mg formaldehiiiidi.

5.2.19. Formaldehiitidi lahjendatud standardlahus:
Pohilahust lahjendada 100 korda liikuva faasiga (5.2.16).
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1 ml seda lahust sisaldab umbes 37 mg formaldehiiiidi.

5.2.20. Arvutada lahuse tdpne kontsentratsioon.

5.3. Aparatuur

5.3.1. Standardne labori aparatuur

5.3.2. Korgefektiivse vedelikkromarograafi (HPLC) pump, pulseerimisvaba

5.3.3. Madalsurvepump, pulseerimisvaba, reaktiivide jaoks (voi teine HPLC pump)

5.3.4. Injektor koos 10-ul silmusega

5.3.5. Kolonnijargne reaktor koos jargmiste osadega:

— 1-liitrine kolmekaelkolb;

— 1-liitrise kolvi kuumuti;

— kaks Vigreux kolonni minimaalselt kiimne teoreetilise taldrikuga, dhkjahutusega;

— roostevabast terasest 1,6-mm toru (soojavahetuseks), sisemine 1dbimoot 0,23 mm, pikkus 400 mm;
— teflontoru, 1,6 mm, sisemine diameeter 0,30 mm, pikkus 5 m (vt French knitting'u juhendit);
— T-kolmik (Valco voi samavédrne);

— {ihendliili, tithimahuta, kolm tiikki, voi:

— kolonnijirgne reaktor, niiteks Applied Biocystems PCRS 520 vdi samavaérne.

5.3.6. Membraanfilter, poori suurusega 0,45 um
5.3.7. SPE kolonn, SEP—PAKRC18V6i samavairne

5.3.8. HPLC kolonnid:

— Bischoff Hypersil RP 18 (tiiiip NC reference C 25.46 1805), 5 um, pikkus 250 mm, sisemine diameeter
4,6 mm, voi

— Dupont, Zorbax ODS, 5 um, pikkus 250 mm, sisemine diameeter 4,6 mm, voi

— Phase SEP, Spherisorb ODS2, 5 pm, pikkus 250 mm, sisemine diameeter 4,6 mm.

5.3.9. Eelkolonn
— Bischoff K Hypersil RP 18 reference K; g 6301 1805), 5 um, pikkus 10 mm voi samavaérne.

5.3.10. Kolonn ja eelkolonn on ithendatud Ecotubesiisteemi (reference A 15020508 Bischoff) voi samavairse
abil.

5.3.11. Aparaadi (5.3.5) kokkupaneku juhis (vt kolonnijérgse reaktori skeem)

Injektorijargsed ihendused peavad olema nii lithikesed kui voimalik. Roostevabast terasest toru reaktori viljundi
ja detektori sisendi vahel on ette ndhtud segu jahutamiseks enne detekteerimist. Detektori temperatuur ei ole
tépselt fikseeritud, kuid see peab olema konstantne.

5.3.12. UV-VIS detektor

5.3.13. Isekirjuti

5.3.14. Ultrahelivann

5.3.15. Vibrosegisti (vortex v3i samavéirne)

5.4. Analiiiisi kiik

5.4.1. Kalibreerimisgraafik

Kalibreerimisgraafiku x-teljele kanda formaldehiitidi kontsentratsioon standardlahuses ja y-teljele
kromatogrammi piigi kdrgus.

Valmistada standardlahuste rida, lahjendades formaldehiiiidi lahust (5.2.19) litkuva faasiga (5.2.16):
— 1,00 ml lahust (5.2.19) lahjendada 20 ml-ni (ligikaudu 1,85 pg/ml);

—2,00 ml lahust (5.2.19) lahjendada 20 ml-ni (ligikaudu 3,70 pg/ml);

— 5,00 ml lahust (5.2.19) lahjendada 25 ml-ni (ligikaudu 7,40 pg/ml);

— 5,00 ml lahust (5.2.19) lahjendada 20 ml-ni (ligikaudu 9,25 pg/ml).

Standardlahust hoida iiks tund toatemperatuuril ja kasutada iiksnes véirskelt valmistatud lahust.
Kalibreerimisgraafik on lineaarne kontsentratsioonide vahemikus 1,00—15,00 pg/ml.

5.4.2. Proovi ettevalmistamine
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5.4.2.1. Emulsioonid (kreemid, jumestuse alused, silmalainerid)

m grammi proovi, milles on eeldatavalt 100 pg formaldehiiiidi, kaaluda tédpsusega 0,001 g 100-ml suletavasse
mdotekolbi. Pipeteerida 20 ml dikloormetaani (5.2.8) ja 20 ml soolhapet (5.2.12). Segada vibrosegistil (Vortex
mikseril) (5.3.16) ja ultrahelivannis (5.3.15). Faasid eraldada tsentrifuugimise teel (3000 g / 2 min). SPE kolonn
(5.3.7) pesta 2 ml metanooliga (5.2.7) ja konditsioneerida 5 ml veega (5.2.1).

4 ml tsentrifuugimisel saadud vesifaasi lasta 1abi SPE kolonni. Esimesed 2 ml visata &ra ja jargnev fraktsioon
koguda.

5.4.2.2. Losjoonid, Sampoonid

m grammi proovi, milles on eeldatavalt 500 pg formaldehiitidi, kaaluda tédpsusega 0,001 g 100-ml moStekolbi.
Lisada liikuvat faasi (5.2.16) mérgini ja segada.

Lahus filtreerida 14bi filtri (5.3.6). 4 ml filtraati lasta 1abi SPE kolonni (5.3.7), mis on konditsioneeritud punktis
5.4.2.1 toodud juhise jargi. Esimesed 2 ml visata dra ja jargnev fraktsioon koguda. K&ik lahused tuleb puhastada
vahetult pérast valmistamist.

5.4.3. Kromatograafeerimise tingimused:

— litkuva faasi voolukiirus —1 ml/min;

— reaktiivi voolukiirus — 0,5 ml/min;

— summarne voolukiirus detektori valjundis — 1,5 ml/min;

— elueerimistemperatuur: juhul kui on raskusi ainete lahutamisega, pannakse kolonn sulava jdi vanni ja
oodatakse 15—-20 min, kuni alustatakse kromatografeerimist;

— kolonnijargne reaktor: temperatuur 100 °C;

— detekteerimine: 420 nm.

NB! Kogu kromatograafiline siisteem ja kolonnijargne reaktor tuleb pérast kasutamist veega (5.2.1) 1abi
pesta. Juhul kui siisteemi ei ole rohkem kui kaks pédeva kasutatud, tuleb siisteem pérast veega pesemist pesta
taiendavalt metanooliga (5.2.7) ja veel kord veega (5.2.1), et &ra hoida rekristallisatsiooni.

5.5. Arvutused

Emulsioonid (5.4.2.1):
Formaldehiiiidi sisaldus M (% m/m) =C x 10" ®x100/5xm=Cx 10"% 5m

Losjoonid, Sampoonid:

M=Cx 10 % 100/5xm=Cx 10" % m, kus:

m —analiiiisitud katsekoguse mass grammides;

C —formaldehiiiidi kontsentratsioon pg/100 ml kalibreerimisgraafiku jérgi.

5.6. Korratavus

Formaldehiiiidi 0,05%-lise sisalduse puhul ei tohi samast proovist tehtud kahe paralleelméédramise tulemuste
vahe tiiletada 0,001%.

0,2%-lise formaldehiiiidi sisalduse puhul ei tohi samast proovist tehtud kahe paralleelmééramise tulemuste vahe
iiletada 0,005%.

French knitting u juhend

1. Vajalikud abivahendid:

— puust pool: viline 1abimdot 5 cm, keskel ava 1dbimodduga 1,5 cm. Liiiia sisse neli terasnaela (nagu nédidatud
joonisel 1). Naelte vahe peab olema 1,8 cm ja nad peavad olema avast 0,5 cm kaugusel;

— jaik noel (heegelndelatiiiipi) teflontorust silmuste moodustamiseks;

— teflontoru, 5 m, 1,6-mm labimddduga, sisemine 14bimddt 0,3 mm.

2. To6 kaik

Teflontoru ajada 14bi pooli ava iilevalt alla (jattes 10 cm toru pooli alt vilja, mis vdoimaldab valmiskootud osa
kudumise kdigus tdommata 1dbi ava pooli sisse); siis kerida toru naelte iimber nii, nagu on niidatud joonisel 2.

French knitting u iilemine ja alumine ots kaitsta metallrdngastega ja survekruvidega.
Tuleb olla ettevaatlik, et mitte vigastada teflontoru kruvide pingutamisel.

Poorata toru timber iga naela teist korda ja teha jargmised «pisted» (alustada «kudumisty):
— tOsta haagiga alumine toru iile iilemise toru (moodustada silmused nagu kudumisel);

— korrata seda jarjekorras igal naelal (1, 2, 3, 4 kellaosuti litkkumisele vastupidises suunas), kuni on dra kasutatud
koik 5 m voi saadud soovitud pikkus;

Kosmeetikavahendite terviseohutuse kontrollimine Leht 37 /113



— jitta umbes 10 cm toru kudumiahela sulgemiseks. Ajada toru ldbi igast neljast silmusest ja tommata Ornalt, et
sulgeda kudumiahel.

NB! Miitiakse ka toostuslikult valmistatud French knitting ut kolonnijérgse reaktori jaoks (Supelco).

«Kudumiseks» tosta alumine torukeerd
(pidev joon) iile teise torukeeru

(katkendlik joon)
(v.t. RTL 2000, 22, 302) (v.t. RTL 2000, 22, 302)
Joonis 1. Pooli skemaatiline kujutis Joonis 2. «Kuduminey
Kolonnijirgse reaktori skeem:
1 HPLC pump
2 Injektori klapp
3 Kolonn koos eelkolonniga
4 Reaktiivipump
5 T-kolmik, tihimahuta
5 T-kolmik (Vortex)
6-6' Tiihimahuta tthendus
7 French knitting
7' Reaktor
8 Kolmkaelkolb keeva veega
9 Kolvi kuumuti
10 Jahuti
11 Roostevabast terasest soojusvaheti toru
r Soojusvaheti
12 UV VIS detektor
13 Kolonnijdrgne moodul PCRS 520

(v.t. RTL 2000, 22, 302)

* Kiesolevas lisas on siilitatud Euroopa Uhenduste Komisjoni direktiivi 90/207/EMU lisa iilesehitust ja
numeratsiooni.

Lisa 13
sotsiaalministri
23. detsembri 1999. a
mééruse nr 91 juurde
RESORTSINOOLI MAARAMINE SAMPOONIDES JA JUUKSEPALSAMITES*
1. KASUTUSALA

Selle meetodi jérgi médratakse resortsinooli gaasikromatograafiliselt Sampoonides ja juuksepalsamites. See
meetod on kasutatav kontsentratsioonide vahemikus 0,1-2%.

2. NAITAJA UHIK
Selle meetodi jargi maératud resortsinooli sisaldus proovis véljendatakse massiprotsendina.
3. POHIMOTE

Resortsinool ja 3,5-dihiidroksiitolueen (5-metiiiilresortsinool, mida lisatakse sisestandardina, eraldada
proovist dhekihikromatograafia (OKK) abil). Mdlema aine laigud OKK-plaadil kraabitakse maha ja ained
ekstraheeritakse silikageelist metanooliga. Ekstraheeritud ithendid kuivatatakse, siliileeritakse ja méaératakse
gaasikromatograafiliselt.

4. REAKTIIVID
Koik reaktiivid peavad olema analiiiitiliselt puhtad.
4.1. Soolhape, 25%
4.2. Metanool

4.3. Etanool, 96%-line (v/v)
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4.4. Silikageeliga OKK-plaat, plastikust vdi alumiiniumist alusega, fluorestseeruva indikaatoriga.
Deaktiveerimiseks pihustada silikageeli OKK-plaadile vett, kuni silikageel klaasistub.Lasta plaatidel kuivada
toatemeratuuril 1-3 tundi.

NB! Kui plaadid ei ole deaktiveeritud, siis vdib osa resortsinooli pdérdumatult adsorbeeruda silikageelile.
4.5. Elueerimislahus: atsetoon, kloroform, dddikhape (mahulises vahekorras 20:75:5)

4.6. Resortsinooli standardlahus: lahustada 400 mg resortsinooli 100 ml 96%-lises etanoolis (4.3). 1 ml
standardlahuses on 4000 pg resortsinooli.

4.7. Sisestandardi lahus: lahustada 400 mg 3,5-dihiidroksiitolueeni (DHT) 100 ml 96%-lises etanoolis (4.3).1 ml
standardlahuses on 4000 pg DHT.

4.8. Standardsegu: segada 10 ml lahust 4.6 ja 10 ml lahust 4.7 100-ml mddtekolvis. Taita mérgini 96%-lise
etanooliga (4.3) ja segada. 1 ml standardlahuses on 400 pg resortsinooli ja 400 pg DHT.

4.9. Siliileerivad reaktiivid:

4.9.1. N,O-bis-(trimetiiiilsiliitiltrifluoroatseetamiid (BSTFA)
4.9.2. Heksametiitildisilasaan (HMDS)

4.9.3. Trimetiililklorosilaan (TMCS)

5. APARATUUR
5.1. Tavalised OKK ja gaasikromatograafia seadmed
5.2. Klaasndud
6. PROTSEDUUR
6.1. Proovi ettevalmistus

6.1.1. 150-ml keeduklaasi kaaluda tdpsusega 1 mg «m» grammi kosmeetikatoodet, mis sisaldab umbes 20 mg
resortsinooli.

[RTL 2002, 54, 791 — jdust. 06.05.2002]

6.1.2. Hapustada soolhappega, kuni segu on happeline (umbes 2—4 ml). Lisada 10 ml (40 mg DHT)
sisestandardi lahust ja segada. Etanooliga (4.3) viia kvantitatiivselt iile 100-ml mddtekolbi, tdita etanooliga (4.3)
margini ja segada.

6.1.3. Kanda 250 pl lahust (6.1.2) OKK-plaadi (4.4) stardijoonele pideva, umbes 8 cm pikkuse joonena. Joon
teha nii kitsas kui voimalik.

6.1.4. Samal viisil (6.13) kanda samale plaadile 250 ul standardlahust (4.8).

6.1.5. Sama plaadi stardijoonele kanda ka 1 ug kumbagi satandardlahust (4.6) ja (4.7), et saaks identifitseerida
proovist périt laike OKK-plaadil.

6.1.6. Plaati elueerida eluendiga (4.5) tankis, mis ei ole eluendiaurudega kiillastatud, kuni eluendi front on
joudnud stardijoonest 12 cm kaugusele. Tavaliselt kestab elueerimine 45 minutit. Plaat kuivatada dhus ja
lokaliseerida resortsinooli-DHT tsooni laik UV-valguses (250 nm). Kahel ithendil on umbes vordne Rf véirtus.
Laigu iimber, umbes 2 mm kauguselt laigu vilisest tumedast servast, tdmmata pliiatsiga joon. Mdlema laigu
adsorbendid kraapida plaadilt lahti ja viia eraldi iile 10-ml pudelitesse.

6.1.7. Ekstraheerida adsorbenti, mis sisaldab proovi ja adsorbenti, mis sisaldab standardsegu, ihtemoodi:
lisada 2 ml metanooli (4.2) ja ekstraheerida iihe tunni viltel pidevalt segades. Filtreerida segu ja korrata
ekstraheerimist veel 15 minutit 2 ml metanooliga.

6.1.8. Ekstraktid ithendada ja lahus panna iiheks 66ks vaakumeksikaatorisse, milles on metanooli aure
absorbeeriv aine. Lahust ei tohi mingil juhul kuumutada.

6.1.9. Jadgid (6.1.8) sililleerida, nagu on kirjeldatud punktis 6.1.9.1 voi punktis 6.1.9.2.

6.1.9.1. Kummalegi jadkidest (6.1.8) lisada mikrosiistlaga 200 pl BSTFA (4.9.1) ja jétta kinnisesse anumasse
12 tunniks toatemperatuurile seisma.

6.1.9.2. Lisada mikrosiistlaga 200 ul HMDS (4.9.2) ja seejarel 100 ul TMCS (4.9.3) ning kuumutada segu
30 minutit 60 °C juures kinnises anumas, jahutada.
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6.2. Gaasikromatograafia

6.2.1. Gaasikromatograafia tingimused

Kolonni eraldusvoime R peab olema vdhemalt 1,5.

R =2d" (r,-11) / w1+ wy, kus:

rija rp—kahe aine retentsiooniajad, min;

wija wp—nende ainete piikide laiused poolkdrgusel, mm,;

d” —lindi kiirus, mm/min.

Sobivad gaasikromatograafia tingimused:

Kolonn: materjal roostevaba teras
pikkus 200 cm
sisediameeter 3 mm
taidis 10% OV-17 Chromosorb WAWul,

100-200 mesh'i
Leekionisatsiooni detektor:

Temperatuurid:
kolonn 185 °C (isotermiline)
detektor 250 °C
aurusti 250 °C
Kandegaas: lammastik
gaasi voolukiirus 45 ml/min

Vesiniku ja 6hu voolukiirused tuleb valida vastavalt tootja instruktsioonidele.

6.2.2. Siistida 1-3 ul saadud lahust (6.1.9) gaasikromatograafi. Iga lahusega (6.1.9) teha viis paralleelsiisti.
Moota kromatogrammidel piigi pindala, leida aritmeetilised keskmised ning arvutada piikide pindalade suhe: S
= resortsinooli piigi pindala / DHT piigi pindala.

7. ARVUTUSED

Resortsinooli kontsentratsioon proovis P viljendada massiprotsendina ja leida jargmise valemi jargi:
P=4x Sproov/ M —Sstandards Kus:

M —proovi kogus grammides (6.1.1);

Sproov—proovilahuse resortsinooli piigi keskmise piigi pindala (6.2.2);

Sstandara—standardsegu (4.8) piigi keskmine pindala (6.2.2).

8. KORRATAVUS

Resortsinooli sisalduse puhul umbes 0,5% ei tohi sama proovi kahe paralleelse midramise tulemuste erinevus
iiletada 0,025%.

* Kiesolevas lisas on siilitatud Euroopa Uhenduste Komisjoni direktiivi 82/434/EMU lisa iilesehitust ja
numeratsiooni.

Lisa 14
sotsiaalministri
23. detsembr 1999. a
maaruse nr 91 juurde
METANOOLI MAARAMINE ETANOOLIS VOI PROPAAN-2-OOLIS*
1. KASUTUSALA

See meetod kirjeldab metanooli gaasikromatograafilist analiiiisi kdikides kosmeetikatoodetes (sh aerosoolides).
Metanooli saab méiirata vahemikus 0—10%.

[RTL 2002, 54, 791 — jdust. 06.05.2002]
2. NAITAJA UHIK

Selle meetodi jérgi madratud metanooli sisaldus véljendatakse metanooli massiprotsendina etanoolis voi
propaan-2-oolis.

3. POHIMOTE
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Metanooli midramine toimub gaasikromatograafiliselt.

4. REAKTIIVID
Reaktiivid peavad olema analiiiitiliselt puhtad.
4.1. Metanool
4.2. Absoluutne etanool
4.3. Propaan-2-ool
4.4. Kloroform, mis vabastatakse alkoholidest veega pesemisel

5. APARATUUR
5.1. Gaasikromatograaf, mis on varustatud:
— kataromeetriga aerosoolproovide jaoks;
uleekionisatsioondetektoriga teiste proovide jaoks

5.2. Mddtekolb, 100 ml

5.3. Pipetid, 2 ml, 20 ml ja 0—1 ml

5.4. Mikrosiistlad, 0-100 pl ja 0-5 ul ning aerosoolproovide jaoks spetsiaalne tihendi ja liugklapiga siistal (vt

lisa 3 punkti 5.4.2)
6. ANALUUSI KAIK
6.1. Proovi ettevalmistamine

6.1.1. Aerosooltoodete korral votta proov survepakendist lisa 3 punkti 5 jérgi ja analiilisida seda
gaasikromatograafiliselt kidesoleva lisa punkti 6.2.1 jargi.

6.1.2. Teistest kosmeetikatoodetest vatta proov lisa 3 punktide 14 jérgi, lahjendada veega, kuni etanooli voi 2-

propanooli sisaldus on 1-2% ja analiiiisida saadud lahust punkti 6.2.2 jérgi.
[RTL 2002, 54, 791 — jdust. 06.05.2002]
6.2. Gaasikromatograafia

6.2.1. Aerosoolproovide puhul kasutada detektorina kataromeetrit.
6.2.1.1. Kolonn: 10% Hallcomid M18 Chromosorb WAWul, 100-200 mesh'i.
6.2.1.2. Kolonni lahutusvdime R peab olema vihemalt 1,5.

R=24d" (r,-11) / (W wy), kus:

rpja ri—ainete piikide retentsiooniajad, min;

wja wp—samade piikide laiused poolkdrgusel, mm;

d” —isekirjuti lindi kiirus (mm/min).

6.2.1.3. Tingimused, mis vdimaldavad saada néutud lahutusvdime:

kolonni materjal roostevaba teras
pikkus 3,5m
diameeter 3 mm
kataromeetrilise silla voolutugevus 150 mA
kandegaas heelium
rohk 2,5 baari
kandegaasi voolukiirus 45 ml/min
temperatuurid:

aurusti 150 °C
detektor 150 °C
termostaat 65 °C

Piigi pindala saab tdpsemini mdota elektroonilise integreerimise teel.
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6.2.2. Teiste kosmeetikatoodete proovide analiiiisimisel
[RTL 2002, 54, 791 — jdust. 06.05.2002]

6.2.2.1. Kolonni tdidis: Chromosorb 105 vdi Porapak QS; leekionisatsioondetektor.
6.2.2.2. Kolonni lahutusvéime R peab olema vahemalt 1,5.

R =2d’ (r,-11) / (wi+ w»), kus:

rjar; — ainete retentsiooniajad, min;
wija wy — samade piikide laiused poolkdrgusel, mm;
d — isekirjuti lindi kiirus, mm/min.

6.2.2.3. Tingimused, mis vdoimaldavad saada ndutud lahutusvdime:
7. KALIBREERIMISGRAAFIK
7.1. gaasikromatograafiliseks madramiseks (6.2.1) Hallcomid M18 kolonniga kasutada jérgnevaid

standardsegusid. Need segud tuleb kokku pipeteerida, kuid iga aine tdpne kogus leida modtekolvi kaalumisega
parast iga pipeteerimist.

Metanooli: etanooli Metanool, ml Etanool vo6i 2- Kloroform lisatakse
(2-propanooli) suhe propanool, ml kuni mahuni
umbes 2,5% 0,5 20 100 ml
umbes 5,0% 1,0 20 100 ml
umbes 7,5% 1,5 20 100 ml
umbes 10,0% 2,0 20 100 ml

Siistida 2—3 pl iga lahust kromatograafi.Kromatografeerimise tingimused on toodud punktis 6.2.1.

Arvutada metanool/etanool voi metanool/2-propanool piikide pindalade suhe kdikide standardsegude jaoks.
Konstrueerida kalibreerimisgraafik, kandes x-teljele metanooli protsendi etanooli v&i 2-propanooli suhtes ja y-
teljele vastavate piikide pindalade suhte (metanool/etanool v4i metanool/2-propanool).

7.2. Gaasikromatograafiliseks maddramiseks punkti 6.2.2 jargi (Porapak QS vdi Chromosorb 105 kolonniga)
kasutada jargnevaid standardsegusid. Need segud tuleb kokku pipeteerida, kuid iga aine tdpne kogus leida
mdotekolvi kaalumisega pérast igat pipeteerimist.

Metanooli : etanooli Metanool, pl Etanool voi 2- Kloroform lisatakse
(2-propanooli) suhe propanool, ml kuni mahuni
umbes 2,5% 50 2 100 ml
umbes 5,0% 100 2 100 ml
umbes 7,5% 150 2 100 ml
umbes 10,0% 200 2 100 ml

Siistida 2—3 pl lahust kromatograafi.Kromatografeerimise tingimused on toodud punktis 6.2.2.

Arvutada metanool/etanool voi metanool/2-propanool piikide pindalade suhe kdikide standardsegude jaoks.
Konstrueerida kalibreerimisgraafik, kandes x-teljele metanooli protsendi etanooli v3i 2-propanooli suhtes ja y-
teljele vastavate piikide pindalade suhte (metanool/etanool v4i metanool/2-propanool).

7.3. Kalibreerimisgraafik peab olema lineaarne.

8. KORRATAVUS

Kui metanooli sisaldus proovis on 5% etanooli vdi 2-propanooli suhtes, siis kahe paralleelproovi tulemuste
erinevus ei tohi liletada 0,25%.

* Kiesolevas lisas on siilitatud Euroopa Uhenduste Komisjoni direktiivi 82/434/EMU lisa iilesehitust ja
numeratsiooni.

Lisa 15
sotsiaalministri
23. detsembr 1999. a
madruse nr 91 juurde
DIKLOROMETAANI JA 1,1,1-TRIKLOROETAANI MAARAMINE*

1. KASUTUSALA
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See meetod kirjeldab diklorometaani (metiileenkloriidi) ja 1,1,1-trikloroetaani méaramist koikides
kosmeetikatoodetes, mis voivad sisaldada nimetatud lahusteid.

[RTL 2002, 54, 791 — jdust. 06.05.2002]
2. NAITAJA UHIK

Selle meetodi jargi méératud diklorometaani ja 1,1,1-trikloroetaani sisaldus proovis véljendatakse
massiprotsentides.

3. MEETODI POHIMOTE
Diklorometaan ja 1,1,1-trikloroetaan méaératakse gaasikromatograafiliselt, kasutades sisestandardina kloroformi.
4. REAKTIIVID
Koik reaktiivid peavad olema analiiiitiliselt puhtad.
4.1. Kloroform (CHCl3)
4.2. Tetrakloorsiisinik (CCly)
4.3. Diklorometaan (CH,Cl,)
4.4. 1,1,1-trikloroetaan (CH3CCl3)
4.5. Atsetoon
4.6. Lammastik
5. APARATUUR
5.1. Harilik labori aparatuur
5.2. Gaasikromatograaf, varustatud termilise juhtivusdetektoriga (kataromeetriga)
5.3. Vahepudel, 50-100 ml (vt lisa 3 punkti 5.3)
5.4. Gaasisiistal, 25 voi 50 pl (vt lisa 3 punkti 5.4.2)
6. ANALUUSI KAIK
6.1. Proov, mis ei ole surve all: kaaluda tipne kogus proovi suletavasse koonilisse kolbi. Lisada sisestandardina
tapselt kaalutud kogus kloroformi (4.1), mis oleks ligilihedane diklorometaani ja 1,1,1-trikloroetaani oletatava
sisaldusega proovis. Segada hoolikalt 1dbi.
6.2. Survepakendis proov: kasutada lisas 3 kirjeldatud proovivotumeetodit, arvestades jargmiste tdpsustustega:
6.2.1. Pérast proovi iilekandmist vahepudelisse (5) ja pudeli kaalumist lisada sinna kindel kogus kloroformi (4.1)
sisestandardina, mis oleks ligilihedane diklorometaani ja/voi 1,1,1-trikloroetaani oletatava sisaldusega proovis.
Segada hoolikalt 1abi. Ventiili tithimaht loputada 0,5 ml tetrakloorsiisinikuga (4.2). Parast ventiili kuivatamist
kaaluda pudel taas. Lisatud sisestandardi mass on kahe kaalumise vahe.
6.2.2. Pérast siistla tditmist prooviga tuleb siistla otsik lammastikuga (4.6) 1&bi puhuda nii, etsinnaei jaéks proovi
jadke enne kromatograafi siistimist.
6.2.3. Pérast iga proovi votmist tuleb ventiili ja iilekandedetaili pind loputada mitu korda atsetooniga (4.5)

(kasutades nduetekohaselt jahutatud siistalt) ja kuivatada hoolikalt limmastikuga (4.6).

6.2.4. Iga proovi puhul votta kaks paralleelproovi eraldi vahepudelitesse ja kummastki pudelist teha viis
madramist.

7. KROMATOGRAFEERIMISE TINGIMUSED

7.1. Eelkolonn: roostevabast terasest, diameeter 3 mm voi 6 mm, pikkus 300 mm, kolonni tdidis —sama, mis
analiilitilises kolonnis.

7.2. Kolonn: statsionaarne faas —Hallcomid M 18 Chromosorb—il. Kolonni lahutusvdime peab olema vahemalt

1,5:
R=2d" (r)—ry)/ (W;+ Wy), kus:
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rpja ri—retensiooniaeg, min;
Wja Wo— piigi laius poolkorgusel, mm;
d’” —lindi litkkumiskiirus, mm/min.

7.3. Noutud tulemuse annavad néiteks jargmised kolonnid:

Kolonn: | 11

Materjal: roostevaba teras roostevaba teras
Pikkus: 350 cm 400 cm

Diameeter: 3 mm 6 mm

Kandja:

Chromosorb: WAW WAW-DMCS-HP
sOelanaliiiis: 100-120 mesh'i 60-80 mesh'i
statsionaarne faas: Hallcomid M 18,10% Hallcomid M 18,20%

Temperatuuritingimused voivad varieeruda olenevalt kromatograafist.
Niiteks voivad nad olla jargmised:
8. SUHTELISE VASTUSTEGURI MAARAMISE SEGU

Teha suletavasse koonilisse kolbi segu jarmistest tapselt kaalutud ainetest:
— diklorometaan (4.3), 30% (m/m);

—1,1,1-trikloroetaan (4,4), 35% (m/m);

— kloroform (4.1), 35% (m/m).

9. ARVUTUSED
9.1. Aine «p» suhtelise vastusteguri leidmine sisestandardina kasutatud aine «a» suhtes.

Olgu esimene aine «p» ja:
k,—tema vastustegur;
m,-tema mass segus;
A,—tema piigi pindala.

Olgu teine aine «a» ja:

k,— tema suhteline tundlikkus (k,= 1);
M,—tema mass segus;

A,— tema piigi pindala, siis:
kp=my—A,/ M—A,,.

Naiteks on saadud jargmised suhtelised vastustegurid kloroformi suhtes:
diklorometaan: k;= 0,78 —0,03;
1,1,1-trikloroetaan: ko= 1,00 —0,03.

9.2. Diklorometaani ja 1,1,1-trikloroetaani sisalduse arvutamine:
Olgu:

ma% sisseviidud kloroformi mass, g;

M,— analiiiisitud proovi mass, g;

A,—kloroformi piigi pindala;

Aj—diklorometaani piigi pindala;

Ar—1,1,1-trikloroetaani piigi pindala, siis:

C1= ma—Al—kl—loo / Aa—Ma;

Cr=my—Ar—ky—100 / A;—M,, kus:

C—diklorometaani kogus proovis (massiprotsentides);
Cy—1,1,1-trikloroetaani kogus proovis (massiprotsentides).

10. KORRATAVUS

25%-lise diklorometaani ja/vdi 1,1,1-trikloroetaani sisalduse puhul ei tohi samast proovist tehtud kahe
paralleelméiramise tulemuste vahe iiletada 2,5%.

* Kiesolevas lisas on siilitatud Euroopa Uhenduste Komisjoni direktiivi 83/514/EMU lisa iilesehitust ja
numeratsiooni.

Lisa 16

sotsiaalministri
23. detsembri 1999. a
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8-HUDROKSUKINOLIINI JA BIS(8-HUDROKSUKINOLIIN)SULFAADI
IDENTIFITSEERIMINE JA MAARAMINE

1. KASUTUSALA

Kéesolev meetod kirjeldab 8-hiidroksiikinoliini (kinoliin-8-ooli) ja tema sulfaadi identifitseerimist ja
kvantitatiivset madramist.

2. NAITAJA UHIK

Kéesoleva meetodi jargi madratud 8-hiidroksiikinoliini ja bis(8-hiidroksiikinoliin)sulfaadi sisaldus proovis
viljendatakse 8-hiidroksiikinoliini massiprotsentides.

3. MEETODI POHIMOTE
3.1. Identifitseerimine
8-hiidroksiikinoliin identifitseeritakse dhekihikromatograafia (OKK) abil.
3.2. Médramine

Reaktsioonis 8-hiidrokstikinoliini ja Fehling i lahuse vahel tekib kompleks, mille neeldumine méératakse
spektrofotomeetriliselt 410 nm juures.

4. REAKTIIVID
Koik reaktiivid peavad olema analiiiitiliselt puhtad.
4.1. 8-hiidroksiikinoliin
4.2. Benseen. Tema toksilisuse tdttu tuleb tdotades olla vdga hoolikas!
4.3. Kloroform
4.4. Naatriumhiidroksiid, 50% vesilahus
4.5. Vasksulfaatpentahiidraat
4.6. Kaalium-naatriumtartraat
4.7. Soolhape, 1 N
4.8. Viavelhape, 0,5 M
4.9, Naatriumhiidroksiidi lahus, 1 M
4.10. Etanool
4.11. 1-butanool
4.12. Kontsentreeritud dadikhape
4.13. Soolhape, 0,1 N
4.14. Celite 545 vdi samavédirne
4.15. Standardlahused:
4.15.1. 100 mg 8-hiidroksiikinoliini (4.1) kaaluda 100-ml mddtekolbi ja lahustada véikeses hulgas vadvelhappes
(4.8). Mootekolb tiita vadvelhappega (4.8) mérgini.
4.15.2. 100 mg 8-hiidroksiikinoliini (4.1) kaaluda 100-ml mddtekolbi ja lahustada etanoolis (4.10). Mdotekolb
tdita etanooliga (4.10) mérgini ja segada.
4.16. Fehling i lahus
Lahus A

Kosmeetikavahendite terviseohutuse kontrollimine Leht45/113



7 g vasksulfaatpentahiidraati (4.5) kaaluda 100-ml mddtekolbi ja lahustada viheses hulgas vees. Mddtekolb tdita
veega margini ja segada.

Lahus B

35 g kaalium-naatriumtartraati (4.6) kaaluda 100-ml mdotekolbi ja lahustada 50 ml vees. Lisada 20 ml
naatriumhiidroksiidi (4.4), tdita veega mérgini ja segada. Vahetult enne kasutamist pipeteerida 10 ml lahust A ja
10 ml lahust B 100-ml m&dtekolbi, tdita veega mirgini ja segada.

4.17. Elueerimislahused dhekihikromatograafiaks:

I lahus: 1-butaanool (4.11), dddikhape (4.12), vesi (mahulises vahekorras 80:20:20);

II lahus: kloroform (4.3), dddikhape (4.12) (mahulises vahekorras 95:5).

4.18. 2,6-dikloro-4-(kloroimino)tsiikloheksa-2,5-dienoon, 10 g/ lahus etanoolis (4.10)

4.19. Naatriumkarbonaat, 10 g/l vesilahus

4.20. Etanool (4.10), 30% (v/v) vesilahus

4.21. Trilon B, 50 g/l vesilahus

4.22. Puhverlahus, pH 7

27 g veevaba kaaliumdivesinikfosfaati ja 70 g dikaaliumvesinikfosfaadi trihiidraati kaalutakse 1-liitrisesse
mdotekolbi ning kolb tdidetakse veega mérgini.

4.23. OKK-plaadid

Valmis OKK-plaadid, sorbendi kihi paksus 0,25 mm (nt Merck Kieselgel 60v3i samaviirsed). Enne kasutamist
pritsitakse plaat iile 10 ml reaktiiviga 4.21 ja kuivatatakse 80 °C juures.

5. APARATUUR
5.1. Lihviga timarkolb, 100 ml
5.2. Mootekolvid
5.3. Gradueeritud pipetid, 5 ml ja 10 ml
5.4. Mahtpipetid, 20, 15 ja 5 ml
5.5. Jaotuslehtrid, 100, 50 ja 25 ml
5.6. Kurdfilter, 1dbimo6t 90 mm
5.7. Rotatsioonaurusti
5.8. Lihviga piistjahuti
5.9. Spektrofotomeeter
5.10. Spektrofotomeeteri kiivetid, optiline teepikkus 10 mm
5.11. Kiittega magnetsegaja

5.12. Klaaskolonn: 160 mm pikk, 1&bimodt 8 mm, allosas kitsenev, kuhu pannakse klaasvatist tropp ja tlilemises
otsas adapter rohu rakendamiseks.

6. ANALUUSI KAIK
6.1. Identifitseerimine

6.1.1. Vedelad proovid .

6.1.1.1. Katsekoguse pH viia 7,5-ni ja 10 ul proovi kanda OKK-plaadi (4.23) stardijoonele.

6.1.1.2. 10 ja 30 pl standardlahust (4.15.2) kanda OKK-plaadi stardijoone kahte teise punkti. Plaat panna
kromatograafitanki, kuhu on valatud iihte kahest elueerimislahusest (4.17).

6.1.1.3. Kui lahus on tdusnud 15 cm korgusele, kuivatada plaati 110 °C juures 15 minutit. UV-lambi (366 nm)
all fluorestseeruvad 8-hiidroksiikinoliini laigud kollaselt.

6.1.1.4. Plaati pritsitakse naatriumkarbonaadi lahusega (4.19), kuivatada ja pritsida 2,6-dikloro-4-
(kloroimino)tsiikloheksa-2,5-dienooni lahusega (4.18). 8-hiidroksiikinoliin annab sinised laigud.

6.1.2. Tahked proovid v&i kreemid
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6.1.2.1. Dispergeerida 1 g proovi 5 ml puhverlahuses (4.22) ning kanda 10 ml kloroformiga (4.3)

iile jaotuslehtrisse, loksutada. Pérast kloroformi eraldamist ekstraheerida vesilahust veel kaks korda
kloroformiga. Uhendatud ja filtreeritud kloroformi ekstrakt aurutada peaaegu kuivaks 100-ml iimarkolvis (5.1)
rotatsioonaurustis (5.7). Jidk lahustada 2 ml kloroformis (4.3) ja 10 ja 30 ul saadud lahust kanda OKK-plaadi
(4.23) stardijoonele, nagu on kirjeldatud punktis 6.1.1.1.

6.1.2.2. OKK-plaadile kanda ka 10 ja 30 ul standardlahust (4.15.2) ja jdtkata nagu on kirjeldatud punktides
6.1.1.2-6.1.1.4.

6.2. Miidramine

6.2.1. Vedelad proovid

6.2.1.1. 5 g proovi kaaluda 100-ml iimarkolbi. Lisada 1 ml vadvelhappelahust (4.8) ja aurutada segu peaacgu
kuivaks alardhu ja 50 °C juures.

6.2.1.2. Jaak lahustada 20 ml soojas vees ja kanda iile 100-ml mddtekolbi. Loputada kolm korda 20 ml veega.
Viia 100 ml-ni ja segada.

6.2.1.3. Pipeteerida 5 ml seda lahust 50-ml jaotuslehtrisse (5.5). Lisada 10 ml Fehling’i lahust (4.16).
Ekstraheerida moodustunud 8-hiidroksiikinoliin-vaskkompleks kolm korda 8 ml kloroformiga (4.3).

6.2.1.4. Kloroformikihid koguda ja filtreerida 25-ml mdotekolbi (5.2). Kolb tdita kloroformiga margini ja
loksutada. Lahuse optiline tihedus mddta 410 nm juures kloroformi suhtes.

6.2.2. Tahked proovid v&i kreemid

6.2.2.1. Kaaluda 0,500 g proovi 100-ml timarkolbi (5), lisada 30 ml benseeni (4.2) ja 20 ml soolhapet (4.7).
Kolvile panna piistjahuti ja keeta 30 minutit kolvi sisu segades.

6.2.2.2. Kolvi sisu valada 100-ml jaotuslehtrisse (5.5) ja kolb loputada 5 ml 1 N HCl-ga (4.7). Veefaas lasta
iimarkolbi (5.1) ja benseenifaasi loputada 5 ml soolhappega (4.7), mis lisada timarkolbi.

6.2.2.3. Juhul kui tekib emulsioon, mis takistab edasist t66d, tuleb 0,500 g proovi segada 2 g Celite 545-ga
(4.14), et tekiks vabalt liikuv pulber. Segu viia iile véikeste portsjonite kaupa klaasist kromatograafiakolonni
(5.12).

Pérast iga lisamist tampida viimane portsjon korralikult kinni. Soolhappega (4.3) elueerimist alustada kohe
parast kolonni tditmist. Elueerimiskiirus on umbes 1 ml/min (kui vaja, elueeritakse ldmmastiku kerge rohu all).
Tuleb jalgida, et kolonnitéidis oleks kogu aeg kaetud soolhappega. Esimese 10 ml eluaadiga toimida nii, nagu on
kirjeldatud punktis 6.2.2.4.

6.2.2.4. Kogutud vesifaasid (6.2.2.2) aurutada rotatsioonraurustil vaakumis peaaegu kuivaks.

6.2.2.5. Jaiak lahustada 6 ml naatriumhiidrokstiiidi lahuses (4.9), lisada 20 ml Fehling i lahust (4.1) ja kolvi
sisu kanda tile 50-ml jaotuslehtrisse (5.5). Kolb loputada 8 ml kloroformiga (4.3). Loksutada ja kloroformifaas
filtreerida 50-ml mdodtekolbi (5.2).

6.2.2.6. Ekstraheerimist 8 ml kloroformiga (4) korrata kolm korda ja kdik kloroformi faasid filtreerida 50-ml
mdotekolbi. Kolb téita kloroformiga mérgini ja loksutada. Kollase lahuse optiline tihedus mdota 410 nm juures
kloroformi suhtes.

7. KALIBREERIMISGRAAFIK
Votta neli 100-ml iimarkolbi (5.1) ja kdikidesse kolbidesse pipeteerida 3 ml 30% etanooli vesilahust (4.20).
Neisse pipeteerida veel 5, 10, 15 ja 20 ml standardlahust (4.15.1). Kolbides on vastavalt 5, 10, 15 ja 20 mg 8-
hiidroksiikinoliini. Edasi toimida punkti 6.2.1 jérgi.
8. ARVUTUSED
8.1. Vedelad proovid

8-hiidroksiikinoliini sisaldus M (massiprotsentides) arvutada valemist:
M=a/mx 100, kus

a —lahuse optilisele tihedusele vastav 8-hiidroksiikinoliini sisaldus milligrammides kalibreerimisgraafikul (7);
m —katsekoguse mass (6.2.1.1), mg.

8.2. Vedelad proovid ja kreemid

8-hiidroksiikinoliini sisaldus M (massiprotsentides) arvutatakse valemist:
M =2a/m-100, kus

a —lahuse optilisele tihedusele vastav 8-hiidroksiikinoliini sisaldus milligrammides kalibreerimisgraafikul (7);
m —katsekoguse mass (6.2.1.1), mg.

9. KORRATAVUS
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Ligikaudu 0,3%-lise 8-hiidroksiikinoliini sisalduse puhul ei tohi samast proovist tehtud kahe paralleelse
madramise tulemuste vahe tiletada 0,02%.

* Kiesolevas lisas on siilitatud Euroopa Uhenduste Komisjoni direktiivi 83/514/EMU lisa iilesehitust ja
numeratsiooni.

Lisa 17
sotsiaalministri
23. detsembri 1999. a
maidruse nr 91 juurde
AMMONIAAGI MAARAMINE*
1. KASUTUSALA
Kéesolev meetod kirjeldab vaba amoniaagi méadramist kosmeetikatoodetes.
[RTL 2002, 54, 791 — jdust. 06.05.2002]
2. NAITAJA UHIK
Kéesoleva meetodi jargi madratud ammoniaagi sisaldus proovis védljendada ammoniaagi massiprotsendina.
3. MEETODI POHIMOTE
Metanooli vesilahusega lahjendatud kosmeetikatoote katsekogusele lisatakse baariumkloriidi lahust. Kui
tekib sade, filtreeritakse voi tsentrifuugitakse see vilja. See protseduur vildib ammoniaagi kadu veeauru
destillatsioonil rasvhapete ammooniumisooladest, samuti ammooniumkarbonaadist ja -hiidrokarbonaadist.
Kadusid ei dnnestu viltida ainult ammoniumatsetaadi puhul. Ammoniaak destilleeritakse veeauruga filtraadist
vOi supernatandist ja madratakse potentsiomeetrilise voi mone muu tiitrimismeetodiga.
[RTL 2002, 54, 791 — jdust. 06.05.2002]
4. REAKTIIVID
Koik reaktiivid peavad olema analiiiitiliselt puhtad.
4.1. Metanool
4.2. Baariumkloriidi lahus, 250 g/1
4.3. Ortoboorhappe lahus, 40 g/
4.4. Vaivelhape, 0,25 M standardlahus
4.5. Vahutamisvastane vedelik

4.6. Naatriumhuidroksiiiid, 0,25 M standardlahus

4.7. Indikaator, vajaduse korral: 5 ml metiiiilpunase etanoolilahust (1 g/l) segada 2 ml metiileensinise
vesilahusega (1 g/l).

5. APARATUUR
5.1. Harilik labori aparatuur
5.2. Tsentrifuug koos 100-ml korgiga tsentrifuugiklaasidega
5.3. Veeauruga destilleerimise seade
5.4. Potentsiomeeter
5.5. Indikaatorelektrood ja kalomelelektrood
6. ANALUUSI KAIK

6.1. 100-ml mdotekolbi kaaluda selline katsekogus (g) kosmeetikatoodet, mille oletatav ammoniaagisisaldus on
maksimaalselt 150 mg.

[RTL 2002, 54, 791 — jdust. 06.05.2002]
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6.2. Kolbi lisada 10 ml vett, 10 ml metanooli (4.1) ja 10 ml baariumkloriidi lahust (4.2) ning tdita metanooliga
100 ml-ni.

6.3. Segada ja jatta 60seks kiillmkappi seisma (5 °C).

6.4. Kiilm lahus tsentrifuugida suletud katseklaasides vdi filtreerida, etsaadalabipaistev selge filtraat voi
supernatant.

6.5. Pipeteerida 40 ml selget lahust veeauruga destillecerimise seadmesse (5.3) ja vajadusel lisada 0,5 ml
vahutamisvastast vahendit (4.5).

6.6. Destilleerida ja koguda 200 ml destillaati 250-ml keeduklaasi, mis sisaldab 10 ml vddvelhappe
standardlahust (4.4) ja 0,1 ml indikaatorit (4.7).

6.7. Happe liig tiitrida tagasi naatriumhiidroksiiiidi lahusega (4.6).

6.8. NB! Potentsiomeetrilise tiitrimise jaoks koguda 200 ml destillaati 250-ml keeduklaasi, mis sisaldab 25 ml
ortoboorhappe lahust (4.3) ja tiitrida vadvelhappe standardlahusega (4.4). Joonistada tiitrimiskdver.

7. ARVUTUSED
7.1. Arvutus tagasitiitrimise korral:

Ammoniaagi sisaldus kosmeetikatootes M (masssiprotsentides) leida valemist:
M= (20 N,-V|N;) x 17x 100/ 0,4 m = (20 N,—VNy) x 4250 / m, kus:

V —tiitrimiseks kulunud naatriumhiidroksiidi (4.6) maht, ml;
Nj—naatriumhiidroksiidi lahuse (4.6) normaalsus;

N,—védvelhappe lahuse (4.4) normaalsus;

m —katsekoguse (6.1 k) mass, mg.

7.2. Arvutus otsesel potentsiomeetrilisel tiitrimisel:

Ammoniaagi sisaldus kosmeetikatootes M (masssiprotsentides) leida valemist:
M=Vx Nox 17x 100/ 0,4 m =4250 V,N,/ m, kus:

V—tiitrimiseks kulunud védvelhappe (4.4) maht, ml;

N,—védvelhappe lahuse (4.4) normaalsus;
m —katsekoguse (6.1) mass, mg.

8. KORRATAVUS

Ligikaudu 6%-lise ammoniaagisisalduse puhul ei tohi samast proovist tehtud kahe paralleelmééaramise tulemuste
vahe tletada 0,6%.

* Kiesolevas lisas on siilitatud Euroopa Uhenduste Komisjoni direktiivi 83/514/EMU lisa iilesehitust ja
numeratsiooni.

Lisa 18
sotsiaalministri
23. detsembri 1999. a
maidruse nr 91 juurde
NITROMETAANI IDENTIFITSEERIMINE JA MAARAMINE*
1. KASUTUSALA

Kéesolev meetod sobib kuni 0,3% nitrometaani identifitseerimiseks ja mdidramiseks kosmeetikatoodetes, mis on
pakendatud survepakendisse.

[RTL 2002, 54, 791 — jdust. 06.05.2002]
2. NAITAJA UHIK

Kéesoleva meetodi jargi madratud nitrometaani sisaldus véljendatakse nitrometaani massiprotsentides kogu
survepakendi sisu kohta.

3. MEETODI POHIMOTE
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Nitrometaan identifitseeritakse varvusreaktsiooni jargi. Nitrometaan miératakse gaasikromatograafiliselt parast
sisestandardi lisamist.

4. IDENTIFITSEERIMINE

4.1. Reaktiivid

4.1.1. Naatriumhiidroksiid, 0,5 M lahus

4.1.2. Folin— i reaktiiv

0,1 g naatrium-3,4-dihiidro-3,4-dioksonaftaleen-1-sulfonaati lahustatakse 100 ml vees.

4.2. Analiiiisi kaik

1 ml proovile lisada 10 ml lahust (4.1.1) ja 1 ml lahust (4.1.2). Violetne vérvus nditab nitrometaani olemasolu.
5. MAARAMINE

5.1. Reaktiivid

Koik reaktiivid peavad olema analiiiitiliselt puhtad.
5.1.1. Kloroform (sisestandard 1)

2. 2,4-dimetiiiilheptaan (sisestandard 2)

.3. Etanool, 95%

4. Nitrometaan
5.

1
1
1
1.5. Kloroformi standardlahus:

5.
5.
5.
5.

Kaalutud 25-ml mootekolbi viia ligikaudu 650 mg kloroformi (5.1.1). Kolb koos kloroformiga kaaluda taas.
Kolb tdita 95% etanooliga (5.1.3) mérgini. Kolb kaaluda ja arvutada kloroformi massiprotsent selles lahuses.
5.1.6. 2,4-dimetiiiilheptaani standardlahus:

Toimida analoogselt eelmises 10igus kirjeldatule, kaaludes kloroformi asemel 270 mg 2,4-dimetiiiilhepataani
(5.1.2).

5.2. Aparatuur

5.2.1. Gaasikromatograaf leekionisatsioondetektoriga
5.2.2. Aparatuur proovivotuks survepakendist (vt lisa 3)
5.2.3. Tavaline labori aparatuur

5.3. Analiisi kiik
5.3.1. Proovi ettevalmistamine

Eelnevalt kaalutud 100-ml vahepudelisse, mis on 14bi puhutud voi teisaldatud vastavalt lisa 3 punktis 5 toodule,
sisestada ligikaudu 5 ml kas kloroformi (5.1.5) vdi 2,4-dimetiililheptaani (5.1.6) sisestandardi lahust. Kasutada
ndelata 10- voi 20-ml klaassiistalt, mis on sobitatud iilekandeliiliga lisa 3 punktis 5 kirjeldatud viisil. Kaaluda
vahepudel uuesti sisestatud hulga tipseks méddramiseks. Sama tehnikat kasutades kanda sellesse pudelisse iile
umbes 50 g kosmeetikatoodet. Vahepudel kaaluda, et méérata tdpne proovi kogus. Segada hoolega.

[RTL 2002, 54, 791 — jSust. 06.05.2002]
5.3.2. Standardi ettevalmistamine

50-ml modtekolbi kaaluda analiiiitilistel kaaludel ligikaudu 500 mg nitrometaani (5.14) ja kas 500 mg
kloroformi (5.1.1) vdi 210 mg 2,4-dimetiiiilheptaani (5.1.2). Kolb tdita 95% etanooliga (5.1.3) mérgini. Segada
hoolikalt. 5 ml seda lahust pipeteerida 20-ml modtekolbi. Kolb tédita 95% etanooliga (5.1.3) mérgini.

Gaasikromatograafi siistida mikrosiistlaga (5.2.2) umbes 10 pl. Teha viis kordusstistimist.
5.3.3. Gaasikromatograafia
5.3.3.1. Kolonn

Kolonn koosneb kahest osast. Esimene osa sisaldab didetsiiiilftalaatiGas Chrom Qul, teine osa Ucon 50 HB
280X Gas Chrom Qul. Selle kombineeritud kolonni lahutusvdime R peab olema parem kui 1,5.

R arvutatakse valemist:

R=2d" (r)—ry)/ (W;+ Wy), kus:

rija r,— kahe aine retensiooniajad, min;

Wja Wy— piikide laiused poolkdrgusel, mm;
d’” —isekirjutaja lindi kiirus, mm/min.

Noutud lahutusvdime annavad néiteks kaks jargmist varianti:
Kolonn A:

materjal: roostevaba teras;
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pikkus: 1,5 m;
diameeter: 3 mm;
taidis: 20% didetstiilftalaatiGas Chrom Qul (100— 120 mesh').

Kolonn B:

materjal: roostevaba teras;

pikkus: 1,5 m;

diameeter: 3 mm;

taidis: 20% Ucon 50 HB 280X Gas Chrom Qul (100— 120 mesh').
5.3.3.2. Detektor

Leekionisatsioonidetektori elektromeetri sobivaks tundlikkuseks on 8 —10~ '°A.
5.3.3.3. Temperatuurid:

aurusti: 150 °C;

detektor: 150 °C;

kolonn: 50— 80 °C (oleneb kolonni ja kromatograafi isedrasustest).

5.3.3.4. Gaasid:

kandegaas: ldmmastik;

rohk: 2,1 baari;

voolukiirus: 40 ml/min.

6. ARVUTUSED

6.1. Nitrometaani vastustegur (response factor), arvutatud kasutatud sisestandardi suhtes:
ky=m’x S’/ m’.x S",, kus:

kp—nitrometaani vastustegur (kyon aparaadi funktsioon);

m’,—nitrometaani mass (g) segus;

S’ —nitrometaani piigi pindala;

m’—sisestandardi mass (g) segus;

S’ —sisestandardi piigi pindala.

6.2. Nitrometaani sisaldus proovis leitakse valemist:
M=100xm’'cxm’.x S/ ax S’ kus:
ky,—nitrometaan vastustegur;

S’y—nitrometaani piigi pindala;”

m’—sisestandardi mass (g) segus;
S’ —sisestandardi piigi pindala;
a —tilekantud aerosooli mass (g);

7. KORRATAVUS

Ligikaudu 0,3% nitrometaani sisalduse puhul ei tohi samast proovist tehtud kahe paralleelmédramise tulemuste
vahe iiletada 0,03%.

* Kiesolevas lisas on siilitatud Euroopa Uhenduste Komisjoni direktiivi 83/514/EMU lisa iilesehitust ja
numeratsiooni.

Lisa 19
sotsiaalministri
23. detsembri 1999. a
mééruse nr 91 juurde

MERKAPTOAADIKHAPPE IDENTIFITSEERIMINE JA MAARAMINE
JUUKSETUGEVDUSVAHENDITES, JUUKSEKOOLUTUSVAHENDITES JA DEPILAATORITES*

1. KASUTUSALA

Kéesolev meetod kirjeldab merkaptodddikhappe identifitseerimist ja maéramist juuksetugevdus- ja
juuksekoolutusvahendites, lokivedelikes ja depilaatorites, milles vGivad olla ka teised redutseerivad ained.

2. NAITAJA UHIK

Selle meetodi jérgi leitud merkaptodddikhappe sisaldus proovis véljendatakse merkaptodddikhappe
massiprotsendina.
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3. MEETODI POHIMOTE

Merkapto#idikhape identifitseeritakse tilkanaliiiisiga ja Shekihikromatograafia (OKK) abil ning méiiratakse
jodomeetriliselt vOi gaasikromatograafiliselt.

4. IDENTIFITSEERIMINE

.1. Identifitseerimine tilkanaliiiisiga
1.1. Reaktiivid

4
4
Koik reaktiivid peavad olema analiiiitiliselt puhtad.

4.1.1.1. Pliidiatsetaatpaber

4.1.1.2. Soolhappe lahus (iiks osa kontsentreeritud soolhapet ja iiks osa vett)

4.1.2. Analiiiisi kéik

4.1.2.1. Merkaptodadikhappe identifitseerimine varvusreaktsiooni abil pliidiatsetaadiga

Tilk uuritavat proovi tilgutada pliidiatsetaatpaberile (4.1.1.1). Kui tekib erkkollane laik, siis on proovis
tdendoliselt merkaptodadikhapet.

Tundlikkus: 0,5%.
4.1.2.2. Anorgaaniliste sulfiidide identifitseerimine hapustamisel tekkiva vesiniksulfiidi abil

Katseklaasi viia viike kogus uuritavat proovi. Lisada 2 ml destilleeritud vett ja 1 ml soolhapet (4.1.1.2). Eralduv
vesiniksulfiid on dratuntav tema 15hna jérgi. Pliidiatsetaatpaberil (4.1.1.1) moodustub must pliisulfiidi sade.
4.1.2.3. Sulfitite identifitseerimine hapustamisel tekkiva vadiveldioksiidi abil

Toimida alapunkti 4.1.2.2 jérgi. Segu ajada keema. Védveldioksiid on dratuntav tema 16hna jargi ja tema
redutseerivate omaduste jéargi (niiteks reaktsioon permanganaatiooniga).

4.2. Identifitseerimine OKK abil

4.2.1. Koik reaktiivid peavad olema analiiiitiliselt puhtad, juhul kui ei ole ndutud teisiti.

1. Merkaptodadikhape (tiogliikoolhape), minimaalne puhtus 98% (jodomeetriliselt)
2.2,2’-ditiodidddikhape, minimaalne puhtus 99% (jodomeetriliselt)

3. 2-merkaptopropioonhape (tiopiimhape), minimaalne puhtus 95% (jodomeetriliselt)
4. 3-merkaptopropioonhape, minimaalne puhtus 98% (jodomeetriliselt)

5. 3-merkaptopropaan-1,2-diool (1-tiogliitserool), minimaalne puhtus 98% (jodomeetriliselt)
6. Oheklhlkromatograaﬁa plaat, 0,25 mm silikageeli

7. Ohekihikromatograafia plaat, alumnnlumoksuud Merck F 254 E vdi samaviérne
8.

9.

1

1

1

1

1

1

1

Soolhape, kontsentreeritud, d*= 1,19 g/ml
Etiililatasetaat

0. Kloroform

1. Diisopropiitileeter

2. Sisiniktetrakloriid

3. Kontsentreeritud dddikhape

4. Kaaliumjodiidi vesilahus, 10 g/l

5. Plaatinatetrakloriidi vesﬂahus 10 g/l

6. Elueerimislahused:
16.1. etiitilatsetaat (4.2.1.9), kloroform (4.2.1.10), diisoproptiiileeter (4.2.1.11), dadikhape (4.2.1.13)
ahulises vahekorras 20:20:10:10);
16.2. kloroform (4.2.1.10), dédikhape (4.2.1.13) (mahulises vahekorras 90:20).
7. llmutid:
7.1. vahetult enne kasutamist segada vordsetes mahtudes lahused 4.2.1.14 ja 4.2.1.15;
7.2. broomi lahus, 55 g/l: 5 g broomi lahustada 100 ml siisiniktetrakloriidis (4.2.1.12);
7.3. fluorestsiinilahus, 1 g/l: 100 mg fluorestsiini lahustada 100 ml etnoolis;
7.4. heksaammooniumheptamoliibdaadi vesilahus, 100 g/1.
8. Standardlahused:
8
8
8

NNNNNNNNNN I\JI\JNNI\)NN

1.
1.
1.
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1
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=)

.1. merkaptoédéddikhappe (4.2.1.1) vesilahus, 4 g/1;

2. 2,2 -ditiodidadikhappe (4.2.1.2) vesilahus, 4 g/1;

.3. 2-merkaptopropioonhappe (4.2.1.3) vesilahus, 4 g/1;
8.4. 3-merkaptopropioonhappe (4.2.1.4) vesilahus, 4 g/l;
18.5. 3-merkaptopropaan-1,2-diooli (4.2.1.5) vesilahus, 4 g/1.
422. Aparatuur

1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
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1.
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1.

Tavalised OKK vahendid.

4.2.3. Analiitisi kdik

4.2.3.1. Proovi ettevalmistamine

Katsekogus hapustada pH 1-ni mone tilga soolhappega (4.2.1.8) ja vajadusel filtreerida.

Juhul kui proovi on vaja lahjendada, hapustada see enne lahjendamist.
4.2.3.2. Elueerimine
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Plaadile kanda 1 pl proovilahust (4.2.3.1) ja 1 ul iga standardlahust (4.2.1.18). Plaat kuivatada hoolikalt kerges
lammastikuvoolus ja elueerida lahustitega 4.2.1.16.1 vdi 4.2.1.16.2. Plaat kuivatada nii ruttu kui vdimalik, et
minimaliseerida tioolide oksiidatsiooni.

4.2.3.3. Médramine

Plaati pritsida {ihega kolmest reakriivist 4.2.1.17.1, 4.2.1.17.3 vdi 4.2.1.17.4. Juhul kui plaati pritsiti reaktiiviga
4.2.1.17.3, siis tdodelda plaati broomiaurudega. Tanki panna véike keeduklaas reaktiiviga 4.2.1.17.4, kuni
laigud on muutunud néhtavaks. Méadramine reaktiiviga 4.2.1.17.4 pritsimise teel on mdttekas ainult siis, kui
kuivatusaeg ei iileta 30 minutit.

4.2.3.4. Interpreteerimine

Vorrelda standardlahuste Rf vaartust ja laikude varvust standardlahuste omaga. Allpool toodud Rf vdartused on
ligikaudsed. Rf véirtused soltuvad:

— OKK plaadi aktivatsiooniseisundist kromatografeerimise momendil;

— kromotografeerimistanki temperatuurist.

Ligikaudsed Rf viirtused OKK silikageelplaatidel

Standard Elueerimislahus
4.2.1.16.1 4.2.1.16.2
Merkaptodadikhape 0,25 0,80
2-merkaptopropioonhape 0,40 0,95
2,2’ -ditiodigadikhape 0,00 0,35
3-merkaptopropioonhape 0,45 0,95
Merkaptopropaan-1,2-diool 0,45 0,35
5. MAARAMINE

Maééramiseks votta kinnine miiiigipakend, et viltida médratavate ainete oksiidatsiooni.
Maiaramine algab igal juhul jodomeetrilise tiitrimisega.

5.1. Jodomeetria
5.1.1. Meetodi pShimdte

Maiiramine pdhineb SH-rithma oksiidatsioonil joodiga happelises keskkonnas vastavalt jargmisele vorrandile:

2 HOOC-CH,SH + I,= (HOOC-CH,-S),+ 2 I+ 2 H'
5.1.2. Reaktiivid

Jood, 0,05 M standardlahus
5.1.3. Aparatuur

Tavaline laborivarustus
5.1.4. Analuisi kaik

Tapne kogus (0,5— 1 g) proovi kaaluda 150-ml korgiga koonilisse kolbi, milles on 50 ml destilleritud vett.
Lisada 5 ml soolhapet (4.1.1.2, pH ligikaudu 0) ja tiitrida joodi lahusega 5.1.2 kuni kollase véarvuse ilmumiseni.
Soovi korral kasutada indikaatorit (tdrkliselahust voi siisiniktetrakloriidi).

5.1.5. Arvutused

Merkaptoédddikhappe sisaldus proovis M (massiprotsentides) arvutada jargmise valemi jargi:
M=92xnx100/1000x 10 x m =0,92n / m, kus:

m —katsekoguse mass, g;

n —tiitrimisel kulunud joodilahuse (5.1.2) maht, ml.

5.1.6. Mirkus

Kui merkaptodddikhappe sisaldus on 0,1% v&i enam alla lubatud piirkontsentratsiooni, siis ei ole vajadust
maéadramist jatkata. Kui tulemus on vordne voi kdrgem kui lubatud piirkontsentratsioon ja kui médramisel on
avastatud mitu redutseerivat ainet, on vajalik 14bi viia gaasikromatograafiline mairamine.

5.2. Gaasikromatograafia
5.2.1. Meetodi pdhimdte
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Merkaptoédadikhape eraldatakse ekstsipiendilt kaadmiumdiatsetaadiga sadestamise teel. Péarast metiileerimist
diasometaaniga, mis valmistatakse in sifuvoi varem dietiiiileetri lahusena, méératakse merkaptodédikhappe
metiililderivaat gaasi- voi vedelikkromatograafiliselt. Sisestandardina kasutatakse metiiiiloktanoaati.

5.2.2. Reaktiivid

Koik reaktiivid peavad olema analiiiitiliselt puhtad.
5.2.2.1. Merkaptoaéddikhape, 98%

5.2.2.2. Soolhape, kontsentreeritud, d420: 1,19 g/ml

5.2.2.3. Metanool

5.2.2.4 Kaadmiumdiatsetaatdihiidraadi vesilahus, 100 g/l

5.2.2.5 Metiiiiloktanoaadi lahus metanoolis, 20 g/l

5.2.2.6. Atsetaatpuhver: naatriumatsetaattrihiidraati 77 g ja kontsentreeritud dddikhapet 27,5 g lahustada
demineraliseeritud vees ja lahuse maht viia tihe liitrini.

5.2.1.7. Soolhape, viérskelt valmistatud 3 M lahus metanoolis (5.2.2.3)

5.2.1.8. 1-metiiiil-3-nitro- 1 -nitrosoguanidiin

5.2.1.9.Naatriumhiidroksiiiid, 5 M lahus

5.2.1.10. Jood, 0,05 M standardlahus

5.2.1.11. Dietiiiileeter

5.2.1.12.Diasometaani lahus, mis on valmistatud N-metiiiil-N-nitrosotolueen-4-sulfoonamiidist (Fieser,
Reagents for Organic Synthesis (Wiley), 1967).

Saadud lahus sisaldab umbes 1,5 g diasometaani 100 ml dietiiiileetris. Kuna diasometaan on véga toksiline ja
ebapiisiv gaas, tuleb koik katsed 14bi viia hea tdmbega tdmbekapis ja viéltida klaaslihvidega seadmete kasutamist
(on olemas spetsiaalsed seadmed selleks reaktsiooniks).

5.2.3. Aparatuur

5.2.3.1. Tavaline labori aparatuur

5.2.3.2. Seade diasometaani saamiseks in situ metiileerimiseks (vt Fales, H.M., Jaouni, T.M. and Babashak, J.F.,
Analyt. Chem.1973, 45, 2302)

5.2.3.3. Seade diasometaani eelnevaks valmistamiseks (Fieser)

5.2.4. Proovi ettevalmistamine

50-ml tentrifuugiklaasi kaaluda piisav kogus proovi, mis sisaldab eeldatavalt 50— 70 mg merkaptodidikhapet.
Proov hapustada mdne tilga soolhappega (5.2.2.2), nii et pH oleks ligikaudu 3.

Proovile lisada 5 ml demineraliseeritud vett ja 10 ml atsetaatpuhvrit (5.2.2.6).
pH-paberiga kontrollida, et pH oleks ligikaudu 5. Lisada 5 ml kaadmiumdiatsetaadi lahust (5.2.2.4).

Lasta seista kiimme minutit ja tsentrifuugida vihemalt 15 minutit 4000 g juures. Eemaldada supernatantvedelik,
mis voib sisaldada lahustumatut rasva (juhul kui on tegemist kreemidega). Rasva ei saa segi ajada tioolidega,
mis kogunevad kompaktse massina katseklaasi pohja. Kui supernatandile lisada moni tilk kaadmiumdiatsetaadi
lahust (5.2.2.4), ei tohi tekkida sadet.

Kui eelnevalt on tdestatud, et proovis peale tioolide teisi redutseerijaid ei esine, tuleb jodomeetriliselt
kontrollida, et tioolide kontsentratsioon supernatandis ei iiletaks 6— 8% esialgsest kogusest.

10 ml metanooli (5.2.2.3) lisada sademega tsentrifuugiklaasi ja dispergeerida sade pulgakesega segades.
Tsentrifuugida uuesti vihemalt 15 minutit 4000 g juures. Supernatant valada vélja ja kontrollida, ettaei sisaldaks
tioole.

Sadet pesta veel kord iilalkirjeldatud viisil.

Tsentrifuugiklaasi lisada:
— 2 ml metiitiloktanoaadi lahust (5.2.2.5);
— 5 ml soolhappe lahust metanoolis (5.2.2.7).

Lahustada tioolid tdielikult (vdike kogus lahustumatuid aineid vdib piisima jadda ekstsipiendist). See lahus
téhistatakse tdhega «S».

Selles lahuses peab tioolide sisaldus jodomeetrilise méédramise jargi olema vahemalt 90% sellest sisaldusest, mis
maédrati punktis 5.1.
5.2.5. Metiileerimine

Metiileerimine viia 1abi kas in situ(5.2.5.1) voi varem valmistatud diasometaani lahusega (5.2.5.2).
5.2.5.1. Metiileerimine in situ

Metiileerimisseadmesse (5.2.3), mis sisaldab 1 ml eetrit (5.2.2.11), viia 50 ul lahust «S» ja metiileerida umbes
300 mg 1-metiiiil-3-nitro-1-nitrosoguanidiiniga (5.2.2.8) meetodi 5.2.3.2 jérgi. 15 minuti parast (eetrilahus peab
jaama kollaseks, mis néitab diasometaani liiga) viia proovilahus 2-ml dhukindlalt suletavasse pudelisse ja panna
00seks kiilmikusse. Korraga metiileeritakse kaks proovi.

5.2.5.2. Metiileerimine varemvalmistatud diasometaani lahusega

Leht 54 /113 Kosmeetikavahendite terviseohutuse kontrollimine



5-ml korgiga suletavasse kolbi pipeteerida 1 ml diasometaanilahust (5.2.2.1.12) ja 50 pl lahust «S». Jétta 65seks
kiilmikusse.
5.2.6. Standardite valmistamine

Valmistada kindla kontsentratsiooniga merkaptodiddikhappe standardlahus «E» (ligikaudu 60 mg
merkaptodddikhapet (5.2.2.1) 2 ml-s).

Proovi valmistada ette ja metiileerida, nagu on kirjeldatud punktides 5.2.4 ja 5.2.5.
5.2.7. Gaasikromatograafilised tingimused

5.2.7.1. Kolonn:

materjal —roostevaba teras;

pikkus -2 m;

diameeter —3 mm.

5.2.7.2. Kolonni tiidis

20% didetsiitilftalaati Chromosorb WAWul (80— 100 mesh').
5.2.7.3. Detektor

Leekionisatsioondetektor. Leekionisatsioondetektori elektromeeri sobiv tundlikkus on 8— 10717 A.
5.2.7.4. Gaasid:

kandegaas —lammastik;

rohk —2,2 baari;

voolukiirus —35 ml/min;

abigaas —vesinik;

rohk —1,8 baari;

voolukiirus —15 ml/min;

detektoritoide —nagu on ette ndhtud aparaadi tootjate poolt.
5.2.7.5. Temperatuurid:

injektor —200 °C;

detektor —200 °C;

termostaat —90 °C.

5.2.7.6. Isekirjutaja lindi liikumiskiirus 5 mm/min

5.2.7.7. Sisestatav kogus —siistida 3 pl, teha viis paralleelsiistimist
5.2.7.8. Kromatograafiatingimused on antud soovituslikena. Need voimaldavad saada lahutusvoime R, mis on
vOrdne v&i parem kui 1,5, kusjuures:

R=2d" (rp—r11) / (Wi+ Wy, kus:

rpja ri—retensiooniaeg, min;

Wja Wo—piigi laius poolkdrgusel, mm;

d” —lindi litkumiskiirus, mm/min.

Kromatografeerimine on soovitatav 10petada temperatuuri tdstmisega 90 °C-1t 150 °C-ni kiirusega 10 °C/min,
selleks et elimineerida ained, mis voivad segada jargnevaid mdotmisi.

5.2.8. Arvutused

5.2.8.1. Merkaptoédéadikhappe vastustegur k;

See arvutada standardsegu alusel metiiiiloktanoaadi suhtes valemi jérgi:
kem'x S/ m’cx S', kus:

k—merkaptodddikhappe vastustegur;

m-— —merkaptodddikhappe mass (mg) segus;

S— —merkaptodddikhappe piigi pindala;

m-— —metiiiiloktanoaadi mass (mg) segus;

S— —metiililoktanoaadi piigi pindala.

See tegur soltub kasutatud aparatuurist.

5.2.8.2. Merkaptoédéddikhappe kontsentratsioon M (massiprotsentides) proovis leitakse valemist:
M=m'x kx Sx 100 /m x S’ kus:

ke—merkaptodddikhappe vastustegur;

S’—merkaptodadikhappe piigi pindala;

m’ —metiitiloktanoaadi mass (mg) segus;

S— —metiililoktanoaadi piigi pindala;

m —metiiiiloktanoaadi (mg) algses katsekoguses.

7. KORRATAVUS

8% (m/m) merkaptoaddikhappe sisalduse puhul ei tohi samast proovist tehtud kahe paralleelmairamise
tulemuste vahe iiletada 0,8%.
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* Kiesolevas lisas on siilitatud Euroopa Uhenduste Komisjoni direktiivi 83/514/EMU lisa iilesehitust ja
numeratsiooni.

Lisa 20
sotsiaalministri
23. detsembri 1999. a
maidruse nr 91 juurde
HEKSAKLOROFEENI IDENTIFITSEERIMINE JA MAARAMINE*
A. IDENTIFITSEERIMINE

1. Kasutusala

See meetod sobib kasutamiseks kdikide kosmeetikatoodete puhul.

[RTL 2002, 54, 791 — jdust. 06.05.2002]

2. Meetodi pohimote

Heksaklorofeen ekstraheeritakseda proovist etiiiilatsetaadiga ja identifitseeritakse dhekihikromatograafiliselt
(OKK).

3. Reaktiivid

Koik reaktiivid peavad olema analiiiitiliselt puhtad.

3.1. Vidavelhape, 4 M lahus

3.2. Celite AW

3.3. Etiitilatsetaat

3.4. Elueerimislahus: benseen, milles on 1% (v/v) kontsentreeritud dddikhapet

3.5. Ilmutuslahus I:

Rodamiinilahus: 100 mg rodamiin B lahustada segus, mis koosneb 150 ml dietiiiileetrist, 70 ml absoluutsest
etanoolist ja 16 ml veest.

3.6. Ilmutuslahus II:

— 2,6-dibroom-4-kloroiminotsiikloheksa-2,5-dienooni lahus: 400 mg 2,6-dibroom-4-kloroiminotsiikloheksa-2,5-
dienooni lahustada 100 ml metanoolis (iga pdev valmistada vérske lahus);

— naatriumkarbonaadi lahus: 10 g naatriumkarbonaati lahustada 100 ml demineraliseeritud vees.

3.7. Standardlahus: heksaklorofeeni lahus etiiiilatsetaadis, 0,5 g/l

4. Aparatuur

4.1. Kiesel gel 2540KK-plaadid, 200 —200 mm (vdi samaviirsed)

4.2. Tavalised OKK vahendid

4.3. Termostaat (+26 °C), millesse on asetatud kromatograafitank

5. Proovi ettevalmistamine

5.1. 1 g homogeniseeritud proovi segada hoolikalt 1g Celite AW-ga (3.2) ja 1 ml vadvelhappega (3.1).
5.2. Proovi kuivatada 100 °C juures kaks tundi.

5.3. Kuivatud jaddk jahutada ja pulbristada.

5.4. Pulber ekstraheerida kaks korda 10 ml etiiiilatsetaadiga (3.3). Pérast iga ekstraheerimist segu tsentrifuugida.
Etiitilatsetaadi kihid ithendada.

5.5. Lahusti destilleerida pealt 60 °C juures.
5.6. Jadk lahustada 2 ml etiiiilatsetaadis (3.3).
6. Analiiiisi kaik

6.1. 2 ul katselahust (5.6) ja 2 ul vordluslahust (3.7) kanda OKK-plaadile (4.1).
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6.2. Tank (4.3) kiillastada elueerimislahuse aurudega (3.4).
6.3. Plaadid asetada tanki ja elueerida, kuni eluent on tdusnud 150 mm-ni.
6.4. Plaat votta tankist vélja ja kuivatada ventileeritavas ahjus umbes 105 °C juures.
6.5. llmutamine
Heksaklorofeeni laigud OKK-plaadil ilmutada punkti 6.5.1 vdi 6.5.2 kohaselt.
6.5.1. l[lmutuslahus (3.5) pihustada iihtlaselt plaadile. 30 minuti pérast vaadata plaati UV-valguses (254 nm).
6.5.2. 2,6-dibroom-4-kloroiminotsiikloheksa-2,5-dienooni ilmutuslahust (3.6) pihustada iihtlaselt plaadile.
Seejarel pritsida plaati naatriumkarbonaadi lahusega (3.6), kuivatada plaati 10 min toatemperatuuril ja vaadelda
plaati pdevavalguses.
7. Interpreteerimine
7.1. Ilmutuslahus I (3.5):
Heksaklorofeeni olemasolu néitab sinakas laik kollakasoranzilt fluorestseeruval taustal. Selle Rf on ligikaudu
0,5.
7.2. llmutuslahus IT (3.6):
Heksaklorofeeni olemasolu niitab sinine (taevasinisest kuni tiirkiissiniseni) laik valgel taustal ja selle Rf on
ligikaudu 0,5.
B. MAARAMINE
1. Kasutusala
See meetod sobib kdikide kosmeetikatoodete analiilisimiseks.
[RTL 2002, 54, 791 — joust. 06.05.2002]
2. Niitaja iihik
Heksaklorofeeni sisaldus proovis véljendatakse heksaklorofeeni massiprotsendina.

3. Meetodi pohimote

Heksaklorofeen médratakse parast tema muundamist metiiiilderivaadiks gaasikromatograafiliselt elektronihaarde
detektoriga.

4. Reaktiivid

Koik reaktiivid peavad olema analiiiitiliselt puhtad.

4.1. Etiiiilatsetaat

4.2. N-metiiiil-N-nitroso-p-tolueensulfoonamiid (diazald)
4.3. Dietiiiileeter

4.4. 2-(2-etoksiietoksii)etanool (karbitool)

4.5. Metanool

4.6. Sipelghape

4.7. Kaaliumhiidroksiidi vérskeltvalmistatud vesilahus, 50% (m/m)
4.8. Heksaan for spectroscopy

4.9. Broomklorofeen (standard 1)

4.10. 4,47 ,6,6 -tetrakloro-2,2"-tiodifenool (standard 2)
4.11. 2,4,4’ -trikloro-2-hiidroksii-difentiiileeter (standard 3)

4.12. Atsetoon
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4.13. Véavelhape, 4 M

4.14. Celite AW

4.15. Sipelghape/etiiiilatsetaat, 10% (v/v) lahus
4.16. Heksaklorofeen

5. Aparatuur

5.1. Tavaline labori klaas

5.2. Miniseade diasometaani valmistamiseks (Anal. Chem., 1973, 45, 2302-2)

5.3. Gaasikromatograaf elektronhaarde detektoriga, mille elektronide allikaks on ON;j
6. Analiiiisi kiik
6.1. Standardlahuse valmistamine

Standard valida nii, ettaei reageeriks iihegi ainega, mis sisaldub uuritava toote ekstsipiendis. Harilikult sobib
kdige paremini standard 1 (4.9).

6.1.1. Kaaluda 100-ml modtekolbi tapselt ligikaudu 50 mg standardit 1, 2 voi 3 (4.9, 4.10 vdi 4.11) ja 50 mg
heksaklorofeeni (4.16). Kolb téita etiiiilatsetaadiga (4.1) mérgini (lahus A). 10 ml lahust A lahjendada
etiililatsetaadiga 100 ml-ni (lahus B).

6.1.2. Kaaluda 100-ml modtekolbi tipsusega 0,1 mg ligikaudu 50 mg standardit 1, 2 vdi 3 (4.9, 4.10 v&i 4.11).
Kolb tiita etiiiilatsetaadiga (4.1.) mérgini (lahus C).

6.2. Proovi ettevalmistamine

Kuna heksaklorofeeni voivad sisaldada vaga erinevat tiilipi kosmeetikatooted, siis on oluline selle protseduuri
abil enne midramise alustamist kontrollida heksaklorofeeni ekstraheerimise saagist proovist. Kui saagis on
madal, siis tuleb meetodit modifitseerida, néiteks asendada lahusti (kasutada benseeni etiiiilatsetaadi asemel).
[RTL 2002, 54, 791 — joust. 06.05.2002]

Kaaluda 1 g homogeniseeritud proovi tipsusega 1 mg ja segada hoolikalt 1 ml vaavelhappe (4.13), 15 ml
atsetooni (4.12) ja 8 g Celite AW-ga (4.1.4). Segu kuivatada Shu kédes auruvannil 30 minutit, seejirel
ventileeritavas ahjus 1,5 tundi. Jadk jahutada, pulbristada ja viia klaaskolonni.

Elueerida etiiiilatsetaadiga (4.1) ja koguda 100 ml eluaati. Lisada 2 ml sisestandardi lahust (lahus C; 6.1.2).
6.3. Proovi metiileerimine

Reaktiivid ja seade jahutada 0— 4 °C-ni (umbes kahe tunniga). Diasoteerimisseadme (5.2) vélisesse kambrisse
viia 2 ml punktis 6.2 saadud lahust ja 0,1 ml metanooli (4.4). Seadme keskmisesse reservuaari panna umbes
200 mg diazaldi (4.2), 1 ml karbitooli (4.5) ja 1 ml dietiiiileetrit (4.3) ning lahustada.Seade panna kokku, asetada
ta poolenisti jddvanni 0 °C juures ja siistida keskmisesse reservuaari umbes 1 ml jahutatud kaaliumhiidroksiidi
lahust (4.7). Veenduda, et kollane varvus, mis tekib diasometaani moodustumisel, on piisiv. Kui kollane vérvus
kaob, siis korrata metiileerimist tdiendava 200 mg diazaldi kogusega.

Mairkus. Piisiv kollane varvus néitab diasometaani liiga, mis on vajalik proovi tdielikuks metiileerimiseks.

15 minuti pérast votta seade vannist vélja ja jatta ta suletult 12 tunniks toatemperatuurile seisma. Seade

avada, lisada mdni tilk 10% sipelghappe lahust etiiiilatsetaadis (4.1.5) diasometaani liia neutraliseerimiseks ja
orgaaniline lahus kanda iile 25-ml mo6tekolbi. Kolb tdita heksaaniga (4.8) mérgini.

1,5 pl saadud lahust siistida kromatograafi.

6.4. Standardi metiileerimine

Reaktiivid ja seade jahutada 0— 4 °C-ni (umbes kahe tunniga). Diasoteerimisseadme (5.2) vilisesse kambrisse
viia 0,2 ml lahust B (6.1.1), 1 ml etiiiilatsetaati (4.1) ja 0,1 ml metanooli (4.4). Jatkata metiileerimist, nagu on
kirjeldatud punktis 6.3.

1,5 pl saadud lahust siistida kromatograafi.

7. Gaasikromatograafia

Kolonn peab andma lahutusvoime «R», mis on vdrdne v&i parem kui 1,5:

R=2d" (r)—ry)/ (W;+ Wy), kus:
Ipja r|— retensiooniaeg, min;
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Wja Wy—piigi laius poolkdrgusel, mm;
d” —lindi litkkumiskiirus, mm/min.

Gaasikromatograafia tingimused:
kolonn —roostevaba teras;

pikkus —1,7 m;

diameeter —3 mm.

Tahke kandja —Chromosorb WAW (80— 100 mesh'1)
Statsionaarne faas —10% OV 17

Temperatuurid:
kolonn —-280 °C;
injektor —280 °C;
detektor —280 °C.

Kandegaas —hapnikuvaba ldmmastik:
rohk —2,3 baari;
voolukiirus —30 ml/min.

8. Arvutused

8.1. Heksaklorofeeni vordetegur kystandardlahuses arvutada segus oleva standardi suhtes valemist:
kp=m'yx A’y m’gx A xp, kus:

ky— heksaklorofeeni vordetegur;

m’y— heksaklorofeeni mass (g) segus;

A’p—heksaklorofeeni piigi pindala;

m’¢—valitud standardi mass (g) segus;

A’ valitud standardi piigi pindala.

8.2. Heksaklorofeeni sisaldus proovis M (massiprotsendina) arvutada valemist:
M = mgx kpx A/ m x Ag, kus:

ky— heksaklorofeeni vardetegur;

Ajp—heksaklorofeeni piigi pindala;

mg—valitud standardi, mass (g) segus;

Ag¢— valitud standardi, piigi pindala;

m —analiiiisiks voetud proovi kogus (g).

9. Korratavus

0,1% heksaklorofeeni sisalduse puhul ei tohi samast proovist tehtud kahe paralleelmaéramise tulemuste vahe
iiletada 0,005%.

* Kiesolevas lisas on siilitatud Euroopa Uhenduste Komisjoni direktiivi 83/514/EMU lisa iilesehitust ja
numeratsiooni.

Lisa 21
sotsiaalministri
23. detsembri 1999. a
maaruse nr 91 juurde
TOSUULKLOROAMIIDNAATRIUMI (KLORAMIIN-T) KVANTITATIIVNE MAARAMINE*
1. KASUTUSALA

See meetod kirjeldab tosiiiilkloroamiidnaatriumi (kloramiin-T) kvantitatiivset madramist
ohekihikromatograafiliselt (OKK).

2. NAITAJA UHIK
Selle meetodi jargi méératud kloramiin-T sisaldus proovis véljendatakse tema massiprotsendina.
3. MEETODI POHIMOTE

Kloramiin-T hiidroliiiisitakse téielikult 4-tolueensulfoonamiidiks soolhappega keetmisel.
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Moodustunud 4-tolueensulfoonamiid mératakse fotodensitomeetriliselt pirast OKK-d.
4. REAKTIIVID

Koik reaktiivid peavad olema analiiiitiselt puhtad.

4.1. Tosiitilkloroamiidnaatrium (kloramiin-T)

4.2. 4-tolueensulfoonamiidi standardlahus: 50 mg 4-tolueensulfoonamiidi lahustada 100 ml etanoolis (4.5)
4.3. Soolhape, 37%, d42°= 1,18 g/ml

4.4. Dietiiiileeter

4.5. Etanool, 96% (v/v)

4.6. Eluent:

4.6.1. 1-butanool, etanool (4.5), vesi (mahulises vahekorras 40:4:9), voi

4.6.2. kloroform, atsetoon (mahulises vahekorras 6:4).

4.7. Valmis OKK-plaadid, silikageel, fluoressentsindikaatorita

4.8. Kaaliumpermanganaat

4.9. Soolhape, 15% (m/m)

4.10. Ilmutuslahus: 2-toluidiin, 10 g/1 etanoolis (4.5)

5. APARATUUR
5.1. Tavaline labori sisseseade
5.2. Tavalised OKK vahendid
5.3. Fotodensitomeeter
6. ANALUUSI KAIK

6.1. Hidroliilis

Kaaluda ligikaudu 1 g proovi (m) tdpsusega 0,001g 50-ml timarkolbi. Lisada 5 ml soolhapet (4.3), panna kolvile
plistjahuti ja keeta iiks tund. Kuum vesisuspensioon kanda kohe iile 50-ml mdotekolbi. Lasta jahtuda ja kolb
tdita veega margini. Tsentrifuugida viie minuti véltel tsentrifugaalkiirendusega 3000 g. Supernatant filtreerida.

6.2. Ekstraheerimine

6.2.1. 30 ml filtraati ekstraheerida kolm korda 15 ml dietiiiileetriga (4.4). Kui vaja, kogutud eetrifaasid kuivatada
ja viia iile 50-ml modtekolbi. Kolb tiita dietiitileetriga (4.5) mérgini.

6.2.2. 25 ml ekstrakti aurutada lammastikujoas kuivaks. Jadk lahustada 1 ml etanoolis (4.5).

6.3. OKK .
6.3.1. 30 ul etanooli lahust (6.2.2) kanda OKK-plaadile (4.7).

Samale plaadile kanda ka 8, 12, 16 ja 20 pl 4-tolueensulfoonamiidi standardlahust (4.2).

6.3.2. Plaat asetada tanki (5.2), milles on elueerimislahus (4.6.1 vdi 4.6.2) ja elueerida, kuni lahusti piir on
tousnud 150 mm.

6.3.3. Pérast plaadi tdielikku kuivatamist panna plaat 2— 3 minutiks kloori aurudesse. Klooriaurude saamiseks
valada iihte kromatograafiatanki 100 ml soolhapet (4.9) ja lisada 2 g kaaliumpermanganaati (4.8). Kloori liig
eraldada, kuumutades plaate 100 °C juures viie minuti valtel. Plaati pritsida reaktiiviga (4.10).

6.4. Mdotmine

Uhe tunni pérast modta violetsed laigud fotodensitomeetriliselt 525 nm juures.

6.5. Kalibreerimisgraafik

Graafiku iihel teljel on 4-tolueensulfoonamiidi standardlahuste (4.2) kontsentratsioonid ja teisel neile vastavad
piikide absorptsiooni maksimumvéértused.

7. MARKUS

Meetodit kontrollida, kasutades 1 vdi 2 g/l kloramiin-T (4.1) lahust, mida késitleda analoogiliselt proovile (6).
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8. ARVUTUSED
Kloramiin-T sisaldus proovis M viljendada massiprotsendina ja arvutada valemist:
M=1,33 xa/60x m, kus:
1,33 —4-tolueensulfoonamiidi ja kloramiin-T vaheline iilekandetegur;
a —proovi absorptsioonile (6.4) vastav 4-tolueensulfoonamiidi sisaldus (pg) kalibreerimisgraafikul;
m —proovi kogus (g).
9. KORRATAVUS

0,2% kloramiin-T sisalduse puhul ei tohi samast proovist tehtud kahe paralleelméaramise tulemuste vahe iiletada
0,03%.

* Kiesolevas lisas on siilitatud Euroopa Uhenduste Komisjoni direktiivi 83/514/EMU lisa iilesehitust ja
numeratsiooni.

Lisa 22
sotsiaalministri
23. detsembri 1999. a
mééruse nr 91 juurde
ULDFLUORI MAARAMINE HAMBAPASTADES*
1. KASUTUSALA
Kiesolev meetod on ette ndhtud iildfluori médramiseks hambapastades, kui fluori sisaldus ei iileta 0,25%.
2. NAITAJA UHIK
Kéesoleva meetodi jargi méératud fluori sisaldus proovis viljendatakse massiprotsentides.
3. MEETODI POHIMOTE
Pastas sisalduv fluor reageerib klorotrietiiiilsilaaniga, andes trietiiiilfluorosilaani (TEFS). Reaktsioon toimub
happelises lahuses. TEFS ekstraheeritakse ksiileeniga, mis sisaldab sisestandardina tsiikloheksaani. TEFS
maératakse gaasikromatograafiliselt.
4. REAKTIIVID
Koik reaktiivid peavad olema analiiiitiliselt puhtad.

4.1. Naatriumfluoriid, kuivatatud 120 °C juures piisiva kaaluni

4.2. Bidestilleritud vesi v0i samavéérne
4.3. Soolhape, 37%, d4*°= 1,18 g/ml
4.4. Tsiikloheksaan (CH)

4.5. Ksiileen, mis prooviga (6.1) samadel tingimustel kromatografeerimisel ei anna kromatogrammil tihtki piiki
peale lahusti oma. Kui vaja, destilleeritakse (5.8).

4.6. Klorotrietiitilsilaan (TECS Merck vdi samavédrne)

4.7. Fluori standardlahused:

4.7.1. Pohilahus: 0,250 mg F/ml. Kaaluda tépselt 138,1 mg naatriumfluoriidi (4.1) ja lahustada vees (4.2).
Kogus viia kvantitatiivselt iile 250-ml mo&tekolbi (5.5). Kolb téita veega (4.2) mirgini ja segada.

4.7.2. Lahjendatud lahus: 0,050 mg F/ml. Pipeteerida 20 ml pShilahust (4.7.1) 100-ml mddtekolbi (5.5). Kolb
tdita veega margini ja segada.

4.8. Sisestandardi lahus
1 ml tsiikloheksaani (4.4) ja 5 ml ksiileeni (4.5) segada.

4.9. Klorotrietiiiilsilaani / sisestandardi lahus
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0,6 ml klorotrietiiiilsilaani (4.6) ja 0,12 ml sisestandardi lahust (4.8) pipeteerida (5.7) 10-ml mdotekolbi. Kolb
tdita ksiileeniga (4.5) mérgini ja segada. Iga pdev valmistatakse virske lahus.

4.10. Perkloorhape, 700 g/l
4.11. Perkloorhape, 200 g/1
5. APARATUUR
5.1. Tavaline labori sisseseade
5.2. Leekionisatsioondetektoriga gaasikromatograaf
5.3. Vortex-mikser v0i samavéirne
5.4. Biihleri loksuti, SMB-tiilipi v0i samavédrne
5.5. Poliipropiileenist mdotekolvid, 100 ja 250 ml

5.6. Klaasist keeratava korgiga ja teflontihendiga tsentrifuugiklaasid, 20 ml, Sovirel 611-56 tiitipi voi
samavairsed. Tsentrifuugiklaaside puhastamiseks leotada neid moned tunnid perkloorhappes (4.11). Seejérel
loputada neid vdhemalt viis korda veega (4.2) ja 16puks kuivatada 100 °C juures.

5.7. Automaatpipetid, 50— 200 pl, iihekordsete plastotsikutega
5.8. Destillatsiooniaparaat, milles on kolme munagaSchneiderikolonn vdi samaviérne Vigreaux kolonn
6. ANALUUSI KAIK

6.1. Proovi analiiiis

6.1.1. Kinnine uus hambapastatuub 15igata lahti ja kogu sisu viia iile plastndusse, segada hoolega ja hoida
sellistes tingimustes, et oleks vélditud pasta riknemine.

6.1.2. Kaaluda tapselt 150 mg (m) proovi tsentrifuugiklaasi (5.6), lisada 5 ml vett (4.2) ja homogeniseerida (5.3).
6.1.3. Lisada 1 ml ksiileeni (4.5).

6.1.4. Tilgakaupa lisada 5 ml soolhapet (4.3) ja homogeniseerida (5.3).

6.1.5. Tsentrifuugiklaasi (5.6) pipeteerida 0,5 ml klorotrietiiiilsilaani / sisestandardi lahust (4.9).

6.1.6. Tsentrifuugiklaas sulgeda keeratava korgiga (5.6) ja segada hoolikalt 45 minutit loksutil (5.4), mis teeb
150 tsiiklit minutis.

6.1.7. Tsentrifuugida kiimme minutit sellise kiirusega, mis tagab faaside tiieliku eraldumise. Tsentrifuugiklaas
avada, eraldada orgaaniline faas ja 3 pl orgaanilist faasi siistida gaasikromatograafi (5.2).

Kromatografeerimine kestab umbes 30 minutit.

6.1.8. Siistimist korrata. Arvutada piikide keskmiste pindalade suhe (ATgrs/Acy) ja leida sellele suhtele vastav
fluori kogus m;(mg) kalibreerimisgraafikult (6.3).

6.1.9. Fluori iildkogus proovis avaldatakse massiprotsendina (7).

6.2. Kromatograafia
6.2.1. Kolonn: roostevaba teras, pikkus: 1,8 m, diameeter: 3 mm.

Taidis:Gaschrom Q vdi Porapak Q, 80— 100 mesh'i.
Statsionaarne faas: 20% silikoondli DC 200 voi samavééset. Kolonni konditsioneerida 66 1dbi 100 °C juures

(kandegaasi voolukiirus 25 ml minutis). Konditsioneerimist korrata igal 661. Pérast iga nelja voi viit siistimist
tuleb kolonn konditsioneerida, kuumutades teda 30 minutit 100 °C juures.

Temperatuurid:

termostaat - 70 °C;
aurusti —150 °C;
detektor —250 °C.

Kandegaas: ldmmastik, voolukiirus 35 ml/min.

6.3. Kalibreerimisgraafik

6.3.1. Kuude tsentrifuugiklaasi (5.6) pipeteerida 0, 1, 2, 3, 4 ja 5 ml fluori lahjendatud standardlahust (4.7.2).
Viia maht igas klaasis veega (4.2) 5 milliliitrini.

6.3.2. Toimida, nagu on kirjeldatud alapunktides 6.1.3— 6.1.6.

6.3.3. Siistida 3 pl orgaanilist faasi kromatograafi (5.2).

6.3.4. Siistimist korrata ja arvutada piikide keskmiste pindalade suhe (Atgrs/Ach).
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6.3.5. Kalibreerimisgraafik koostada standardlahuse (6.3.1) fluori massi (mg) ja punkti 6.3.4 jargi mdoddetud
piikide keskmiste pindalade suhte (Atgrs/Acy) alusel. Korrelatsioonsirge parameetriteks on graafiku punktide
regressioonanaliiiisil saadud tulemused.

7. ARVUTUSED
Uldfluori sisaldus proovis M fluori massiprotsentides leida valemist:
M =m;x 100 / m, kus:
m —proovi kogus (6.1.2), mg;
m;— fluori sisaldus kalibreerimiskdvera jéargi (6.1.8), mg.

8. KORRATAVUS

Ligikaudu 0,15% fluori sisalduse puhul ei tohi samast proovist tehtud kahe paralleelméiramise tulemuste vahe
iiletada 0,012%.

* Kiesolevas lisas on siilitatud Euroopa Uhenduste Komisjoni direktiivi 83/514/EMU lisa iilesehitust ja
numeratsiooni.

Lisa 23
sotsiaalministri
23. detsembri 1999. a
madruse nr 91 juurde
ELAVHOBEORGAANILISTE UHENDITE IDENTIFITSEERIMINE JA MAARAMINE*

Kasutusala
Allpool kirjeldatud meetodit kasutatakse elavhdbeorgaaniliste iihendite identifitseerimiseks ja médramiseks.
Neid aineid kasutatakse séilitusainetena silmakosmeetikatoodetes. Seda meetodit saab rakendada
thiomersali (INN) (2-(etiitilmerkuriotio)naatriumbensoaadi) ja feniitilelavhobeda ja tema soolade méédramisel.
[RTL 2002, 54, 791 — jdust. 06.05.2002]

A. IDENTIFITSEERIMINE

1. Meetodi pohiméte
Elavhdbeorgaanilised {ihendid moodustavad kompleksi 1,5-difeniiiil-3-tiokarbasooniga. Ditiosonaat
ekstraheeritakse siisiniktetrakloriidiga ja méaratakse jérgnevalt Shekihikromatograafiliselt (OKK).
Ditiosonaadilaigud on oranzid.
2. Reaktiivid
Koik reaktiivid peavad olema analiiiitiliselt puhtad.
2.1. Viaavelhape, 25% (v/v)
2.2. 1,5-difentiiil-3-tiokarbasooni (ditisooni) lahus: 0,8 mg 100 ml siisiniktetrakloriidis (2.4)
2.3. Limmastik
2.4. Siisiniktetrakloriid
2.5. Elueerimislahus: heksaan, atsetoon (mahulises vahekorras 90:10)
2.6. Standardlahus: teha 0,001% vesilahus jérgmistest ainetest:
— 2-(etiiiilmerkuriotio)naatriumbensoaat;
— etiilielavhobekloriid voi metiitilelavhobekloriid;
— feniiiilelavhobenitraat voi feniiiilelavhobeatsetaat;
— elavhobedikloriid voi elavhdbediatsetaat.
2.7. Valmis silikageelplaadid (nt Merck 5721 voi samaviérsed)
2.8. Naatriumkloriid

3. Aparatuur
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3.1. Tavaline labori sisseseade

3.2. Tavalised OKK vahendid

3.3. Faase eraldav filter (jaotuslehter)
4. Analiiiisi kaik

4.1. Ekstraheerimine

4.1.1. Lahustada 1 g proovi tsentrifuugiklaasis 20 ml destilleeritud vees. Dispergeerida maksimaalselt ja
soojendada veevannis 60 °C-ni. Lisada 4 g naatriumkloriidi (2.8) ja jahutada.

4.1.2. Tsentrifuugida vahemalt 20 minutit kiirusel 4500 p&oret/min, selleks et eraldada suurem osa tahket ainet
vedelast. Filtreerida jaotuslehtrisse ja lisada 0,25 ml vadvelhappe lahust (2.1).

4.1.3. Filtraati ekstraheerida mdned korrad 2 voi 3 ml ditisooni lahusega (2.2), kuni viimane orgaaniline faas
jadb roheliseks.

4.1.4. Iga orgaaniline faas filtreerida ldbi faase eraldava filtri (3.3).

4.1.5. Lahused aurutada kuivaks ldmmastikujoas (2.3).

4.1.6. Kuivjadk lahustada 0,5 ml siisiniktetrakloriidis (2.4). Jatkata kohe alapunkti 4.2.1 jérgi.

4.2. Eraldamine ja identifitseerimine

4.2.1. 50 pl saadud tetrakloorsiisiniku lahust (4.1.6) kanda viivitamatult silikageelplaadile (2.7). 10 ml
standardlahusega (2.6) toimida punkti 4.1 jargi ja 50 pl saadud lahust (4.1.6) kanda samale plaadile.

4.2.2. Plaat asetada kromatograafitanki elueerimislahusesse (2.5) ja elueerida, kuni eluendi piir on tdusnud
150 mm. Elavhdbeorgaanilised tihendid ilmuvad piisiva vérviga laikudena. Plaadid tuleb katta klaasplaadiga
kohe pirast lahuse aurumist.

Orienteeruvad Rf viirtused

Uhend Rf Viirvus
Thiomersal 0,33 oranz
Etiitilelavhobekloriid 0,29 oranz
Metiitilelavhobekloriid 0,29 oranz
Feniitilelavhobeda soolad 0,21 oranz
Elavhobe (IT) soolad 0,10 oranz
Elavhobediatsetaat 0,10 oranz
1,5-difentitil-3-tiokarbasoon 0,09 Roosa
B. MAARAMINE

1. Niitaja iihik

Kéesoleva meetodi jargi méiédratud elavhobeorgaaniliste iihendite sisaldus proovis véljendatakse elavhdbeda
massiprotsentides.

2. Meetodi pohimote

Meetod pShineb proovis sisalduva kogu elavhobeda kvantitatiivses madramises. Seepéarast on oluline esiteks
kindlaks teha, et proovis ei esine anorgaanilist elavhdbedat ja siis identifitseerida elavhdbeorgaanilised ihendid
proovis. Parast mineraliseerimist méiiratakse vabanenud elavhdbe kiilmauru meetodil.

3. Reaktiivid

Koik reaktiivid peavad olema analiiiitiliselt puhtad.
3.1. Kontsentreeritud lammastikhape, d420: 1,41 g/ml
3.2. Kontsentreeritud védvelhape, d,=1,84 g/ml
3.3. Bidestilleeritud vesi

3.4. Kaaliumpermanganaat, 70 g/ lahus

3.5. Hiidrokstiiilammoniumkloriid, g/l lahus

3.6. Dikaaliumperoksiidisulfaat, 50 g/

3.7. Tinadikloriid, 10 g/I lahus

3.8. Kontsentreerirtud soolhape, ds?°=1,18 g/ml
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3.9. Palladiumdikloriidiga impregneeritud klaasvatt, 1% (m/m)
4. Aparatuur
4.1. Tavaline labori sisseseade

4.2. Aatomiabsorptsioonspektromeeter elavhdobeda mairamiseks kiilmauru meetodil koos vajalike klaasndudega.
Kiiveti optilise tee pikkus vihemalt 100 mm.

5. Analiiiisi kaik
Kasutada tuleb koiki ettevaatusabindusid, mis on ette ndhtud t66tamisel elavhobeda mikrokogustega.

5.1. Lagundamine

5.1.1. Umbes 150 mg proovi (m) kaaluda tépselt. Lisada 10 ml lammastikhapet (3.1) ja proov jitta kolmeks
tunniks lagunema 6hukindlalt suletud kolvis veevannis (55 °C). Aeg-ajalt loksutada. Samal ajal teha pimekatse
reaktiividega.

5.1.2. Pérast jahutamist lisada proovile 10 ml vdédvelhapet (3.2) ja panna uuesti veevanni (55 °C).

5.1.3. Kolb panna jédvanni ja lisada ettevaatlikult 20 ml vett (3.3).

5.1.4. 2 ml kaupa lisada 7% kaaliumpermanganaadi lahust (3.4) kuni piisiva virvuse tekkimiseni. Kolb panna
15 minutiks tagasi veevanni (55 °C).

5.1.5. Lisada 4 ml kaaliumperoksiisulfaadi lahust (3.6). Soojendamist veevannis 55 °C juures jatkata veel

30 minutit.

5.1.6. Kolb jahutada ja selle sisu kanda iile 100-ml md&tekolbi. Esiteks loputada kolbi 5 ml
hiidroksiitilammooniumkloriidi lahusega (3.5) ja seejérel neli korda 10 ml veega (3.3). Lahus peab muutuma
taielikult varvituks. Modtekolb tiita veega (3.3) margini.

5.2. Méédramine

5.2.1. 10 ml katselahust (5.1.6) viia spektromeetri (4.2) klaasndusse (4.2). Lisada 100 ml vett (3), 5 ml
vadvelhapet (3.2) ja 5 ml tinadikloriidi (3.7) lahust. Pérast iga lahuse lisamist segu segada. Oodata 30 sekundit,
et kdik elavhdbedaioonid oleksid taandatud metallilisse olekusse ja lugeda néit (n).

5.2.2. Panna palladiumdikloriidiga immutatud klaasvatti (3.9) elavhobeda redutseerimisndu ja
spektromeetrikiiveti (4.2) vahele. Protseduuri (5.2.1) korrata ja lugeda néit. Kui néit erineb nullist, siis ei olnud
mineralisatsioon tdielik ja analiiiisi tuleb korrata.

6. Arvutused

Elavhdbeda sisaldus proovis M, viljendatuna massiprotsentides, arvutada jairgmise valemi jargi:
M =n/m, kus:

m —katsekoguse mass (mg);

n —elavhobeda hulk (pg) instrumendi néidu jargi.

7. Miérkused

7.1. Mineraliseerimise parandamiseks voib proovi lahjendada.

7.2. Kui on kahtlus, et substraat v3ib neelata elavhobedaga samal lainepikkusel, tuleb kvantitatiivsel mééramisel
kasutada standardi lisamist.

8. Korratavus

0,007% elavhdbeda sisalduse puhul ei tohi samast proovist tehtud kahe paralleelse médramise tulemuste vahe
iiletada 0,00035%.

* Kiesolevas lisas on siilitatud Euroopa Uhenduste Komisjoni direktiivi 83/514/EMU lisa iilesehitust ja
numeratsiooni.

Lisa 24
sotsiaalministri
23. detsembri 1999. a
madruse nr 91 juurde
LEELIS- JA LEELISMULDSULFIIDIDE MAARAMINE
1. KASUTUSALA

Kéesolev meetod kirjeldab sulfiidide méadramist kosmeetikatoodetes. Tioolide ja teiste redutseerijate (k.a
sulfitid) juuresolek ei sega madramist.
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2. NAITAJA UHIK
Selle meetodi jargi médratud sulfiidide kontsentratsioon proovis véljendatakse vadvli massiprotsendina.
3. MEETODI POHIMOTE

Proovilahus hapustatakse ja vesiniksulfiid kantakse lammastikujoaga piilidjasse, kus see fikseeritakse
kaadmiumsulfiidina. Kaadmiumsulfiid filtreeritakse, loputatakse ja madratakse jodomeetriliselt.

4. REAKTIIVID
Koik reaktiivid peavad olema analiiiitiliselt puhtad.
4.1. Kontsentreeritud soolhape, d420= 1,18 g/ml
4.2. Naatriumtiosulfaat, 0,1 N standardlahus
4.3. Jood, 0,05 N standardlahus
4.4. Dinaatriumsulfiid

4.5. Kaadmiumdiatsetaat

4.6. Kontsentreeritud ammoniaak, d420: 0,90 g/ml

4.7. Kaadmiumdiatsetaadi ammoniakaalne lahus: 100-ml mdotekolvis lahustada 10 g kaadmiumdiatsetaati (4.5)
umbes 50 ml vees. Lisada ammoniaaki (4.6), kuni sade lahustub (ligikaudu 20 ml). Kolb tiita veega 100 ml
margini.

4.8. Laimmastik
4.9. Ammoniaagi lahus, 1 M
5. APARATUUR

5.1. Tavaline labori sisseseade
5.2. Kolmkael-iimarkolb, 100 ml, standardlihvid
5.3. Kaks 150-ml koonilist lihviga kolbi, mis on varustatud pesupudelipeaga gaasi véljalaskmiseks
5.4. Pika toruga lehter

6. ANALUUSI KAIK

6.1. Sulfiidide iilekanne
6.1.1. Votta avamata pakend. Kaaluda tdpne kogus m (grammides) kosmeetikatoodet, mis eeldatavalt sisaldab
mitte rohkem kui 30 mg sulfiidioone, iimarkolbi (5.2). Lisada 60 ml vett ja kaks tilka vahuvastast ainet.

[RTL 2002, 54, 791 — jdust. 06.05.2002]

6.1.2. 50 ml lahust (4.7) pipeteerida kumbagi koonilisse kolbi (5.3).

6.1.3. Umarkolvile (5.2) panna tilklehter, kolvi pShjani ulatuv gaasi sisselasketoru ja gaasi véljavoolutoru, mis
ithendada esimese koonilise kolviga (5.3) PVC-toru abil. Esimese koonilise kolvi (5.3) jarele iihendada teine
kooniline kolb (5.3).

NB! Aparatuuri hermeetilisust tuleb eelnevalt kontrollida, asendades uuritava katsekoguse 10 ml
sulfiidilahusega (4.4), mis sisaldab «X» mg sulfiidi (jodomeetriliselt maddratud). Olgu «Y» sulfiidi kogus mg-
des, mis méérati kontrollkatses. «X» ja «Y» vahe ei tohi iiletada 3%.

6.1.4. Seadmest (6.1.3) puhuda 15 minutit 14bi 1dmmastikku (4.8) voolukiirusega kaks mulli sekundis, et
vabaneda Shust timarkolvis (5.2).

6.1.5. Umarkolb kuumutada 85— 5 °C-ni.

6.1.6. Laimmastiku (4.8) vool peatada ja lisada tilgakaupa 40 ml soolhapet (4.1).

6.1.7. Taas lasta lammastikku 1dbi lahuse, kuni peaaegu kogu hape on iile kandunud, jittes miinimumkoguse
vedelikku kolvi pohja, et véltida vesiniksulfiidi lekkimist.

6.1.8. Kuumutamine 16petada 30 minuti pérast. Kolb jahutada, kuid ldmmastikku juhtida veel vihemalt 1,5 tundi
1abi kolbide.

6.2. Tiitrimine
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6.2.1. Kaadmiumsulfiidi lahus filtreerida 1dbi lehtri (5.4).

6.2.2. Koonilised kolvid (5.3) loputada esiteks ammoniaagi lahusega (4.9), mis valada ka filtrile. Seejarel
loputada kolbe (5.3) destilleeritud veega ja seda vett kasutatakse filtril oleva sademe pesemiseks.

6.2.3. Sademe pesemine 16petada 100 ml veega.

6.2.4. Paberfilter panna esimesesse koonilisse kolbi, mis sisaldas sadet. Lisada 25 ml (m;) joodilahust (4.3),

umbes 20 ml soolhapet (4.1) ja 50 ml destilleeritud vett.
6.2.5. Joodi liig tiitrida naatriumtiosulfaadiga (4.2) (ny).

7. ARVUTUSED
Sulfiidide sisaldus proovis S, mis viljendatakse vadvli massiprotsendina, arvutatakse jairgmise valemi jargi:
S =32 (n;x;x npXp) / 20 m = 1,6 (n1X;X npXp) / m, kus:
n;— tiitrimiseks kulunud joodilahuse hulk, ml;
x|—kasutatud joodilahuse normaalsus;
ny—naatriumtiosulfaadi standardlahuse hulk, ml;

xp—naatriumtiosulfaadi standardlahuse normaalsus;
m —proovi mass, g.

8. KORRATAVUS

Ligikaudu 2% sulfiidide sisalduse puhul ei tohi samast proovist tehtud kahe paralleelméiramise tulemuste vahe
iletada 0,2%.

* Kiesolevas lisas on siilitatud Euroopa Uhenduste Komisjoni direktiivi 83/514/EMU lisa iilesehitust ja
numeratsiooni.

Lisa 25
sotsiaalministri
23. detsembri 1999. a
mééruse nr 91 juurde
GLUTSERUUL-1-(4-AMINOBENSOAADI) IDENTIFITSEERIMINE JA MAARAMINE*
A. IDENTIFITSEERIMINE

1. Kasutusala

Selle meetodiga maératakse alfa-monogliitseriiiil-4-aminobensoaati (gliitseriiiil-1-(4-aminobensoaati), samuti ka
etliiil-4-aminobensoaati (bensokaiin /NN), mis v0ib esineda lisandina.

3. Meetodi pohimaote

Nimetatud ithendid identifitseeritakse dhekihikromatograafia (OKK) abil fluorestsents-indikaatoriga
silikageeliplaadil. Vaba aminoriihm méaratakse, tekitades plaadil diasovérvaine.

3. Reaktiivid
Koik reaktiivid peavad olema analiiiitiliselt puhtad.
3.1. Lahustite segu: tsiikloheksaan, propaan-2-ool, stabiliseeritud diklorometaan (mahulises vahekorras 48:64:9)

3.2. OKK eluent: petrooleeter (40— 60 °C), benseen, atsetoon, ammooniumhiidroksiidi lahus (minimaalselt 25%
ammoniaaki) (mahulises vahekorras 35:35:35)

3.3. Ilmutuslahus:

a) 1 g naatriumnitrit lahustada 100 ml 1 M soolhappes (valmistatakse vahetult enne kasutamist);
b) 0,2 g 2-naftooli lahustada 100 ml 1 M kaaliumhiidroksiidi lahuses.

3.4. Standardlahused:

— 0,05 g alfa-monogliitseriiiil-4-aminobensoaati lahustada 100 ml lahustite segus (3.1);

— 0,05 g etiilil-4-aminobensoaati lahustada 100 ml lahustite segus (3.1)

3.5. Silikageelplaadid 60 F 254, kihi paksus 0,25 mm, 200 mm —200 mm.

4. Aparatuur

4.1. Tavalised OKK vahendid
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4.2. Ultrahelivann

4.3. Membraanfilter (Millipore filter FH 0,5 um) vdi samavaérne

5. Analiiiisi kaik

5.1. Proovi ettevalmistamine

1,5 g analiiiisitavat kosmeetikatoodet kaaluda 10-ml lihvkorgiga moStekolbi. Kolb tdita lahusega (3.1)
margini. Kolb sulgeda ja panna iiheks tunniks toatemperatuuril ultrahelivanni (4.2). Kolvi sisu filtreerida 1abi
membraanfiltri (4.3). Kromatografeerimiseks kasutada filtraati.

[RTL 2002, 54, 791 — jdust. 06.05.2002]

5.2. OKK

Plaadile (3.5) kanda 10ul proovilahust (5.1) ja kumbagi standardlahust (3.4). Elueerida lahusega (3.2) eluendi
aurudega kiillastatud tankis, kuni eluendi front on tdusnud 150 mm-ni. Plaat kuivatada toatemperatuuril.

5.3. lmutamine
5.3.1. Plaati uurida UV-kiirte all 254 nm juures.
5.3.2. Taielikult kuiva plaati pritsida lahusega (3.3.a).
Plaadil lasta kuivada toatemperatuuril iiks minut ja pritsida kohe lahusega (3.3.b). Plaat kuivatada kuivatuskapis
60 °C juures. Plaadile ilmuvad oranzid laigud. Alfa-monogliitseriin-4-aminobensoaadi Rf on 0.07, etiiiil-4-
aminobensoaadi Rf on 0,55.
B. MAARAMINE
1. Rakendusala

Selle meetodiga méératakse alfa-monogliitseriiiil-4-aminobensoaati, samuti etiilil-4-aminobensoaati. Alfa-
monogliitseriiiil-4-aminobensoaati ei tohi proovis olla iile 5% ja etiiiil-4-aminobensoaati iile 1%.

2. Niitaja iihik

Alfa-monogliitseriiiil-4-aminobensoaadi ja etiiiil-4-aminobensoaadi sisaldus tootes viljendatakse
massiprotsendina.

3. Meetodi pohimote

Analiiiisitav toode suspendeerida metanoolis ja parast proovi ettevalmistust méératakse alfa-monogliitseriiiil-4-
aminobensoaat ja etiiiil-4-aminobensoaat korgefektiivse vedelikkromatograafiga (HPLC).

4. Reaktiivid

Koik reaktiivid peavad olema analiiiitiliselt puhtad ja vajadusel puhtusega HPLC grade.
4.1. Metanool

4.2. Kaaliumdivesinikfosfaat, KH,POy4

4.3. Tsinkdiatsetaat, Zn(CH3COOQ),—2H,0

4.4. Aadikhape, d*°4=1,05

4.5. Tetrakaaliumheksatsiianoferraat, K4(Fe(CN)g) —3H,0

4.6. Etiiiil-4-hiidroksiibensoaat

4.7. Alfa-monogliitseriiiil-4-aminobensoaat

4.8. Etiiiil-4-aminobensoaat

4.9. 0,02 M fosfaatpuhver: 2,72 g kaaliumdivesinikfosfaati (4.2) lahustada tihes liitris vees
4.10. Eluent: fosfaatpuhver (4.9), metanool (4.1.1) (mahulises vahekorras 61:39).

Kui lahutustegur R jééb alla 1,5, tuleb eluendi koostist muuta, etsaadalahutustegur iile 1,5.

R=2d" (r)—ry)/ (W;+ Wy), kus:
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rija ry— retensiooniajad (min);
Wija Wo— piikide laiused poolkdrgusel (mm);
d’ —isekirjuti lindi liikumise kiirus (mm/min).

4.11. Alfa-monogliitseriiiil-4-aminobensoaadi pShilahus:
Ligikaudu 40 mg alfa-monogliitsertiiil-4-aminobensoaati kaaluda tdpsusega 0,1 mg 100-ml modtekolbi ja
lahustada 40 ml metanoolis (4.1). Kolb tédita puhverlahusega (4.9) margini ja segada.

4.12. Etiilil-4-aminobensoaadi pdhilahus:
Ligikaudu 40 mg etiiiil-4-aminobensoaati kaaluda tédpsusega 0,1 mg 100-ml m&otekolbi ja lahustada 40 ml
metanoolis (4.1). Kolb tdita puhverlahusega (4.9) mérgini ja segada.

4.13. Sisestandardi lahus:
Ligikaudu 50 mg etiiiil-4-hiidroksiibensoaati (4.6) kaaluda tipsusega 0,1 mg 100-ml m&otekolbi, ja lahustada
40 ml metanoolis (4.1). Kolb tdita puhverlahusega (4.9) mérgini ja segada.

4.14. Standardlahused:
Valmistada 4 standardlahust, lahustades 100 ml eluendis (4.10) tabelis toodud kogused pohilahuseid 4.11, 4.12,
4.13 ja4.14:

Standardlahus  Alfa-monogliitseriiiil-4- Etiiiil-4-amino- bensoaat  Etiiiil-4-hiidroksii- bensoaat
aminobensoaat
pg/ml* ml (4.11) pg/ml* ml (4.12) pg/ml* ml (4.13)
I 8 2 8 2 50 10
I 16 4 12 3 50 10
1T 24 6 16 4 50 10
v 40 10 20 5 50 10

Mirkus.Tabelis toodud vairtused on orienteerivad, tegelik sisaldus arvutatakse pohilahuse tegemiseks kasutatud
kaalutise jargi.

Neid lahuseid voib valmistada mitmel viisil.

4.15. Carrez'i1 lahus:
26,5 g tetrakaaliumheksatsiianoferraati (4.5) lahustada vees, lahuse maht viia 250 ml-ni.

4.16. Carrez'i 11 lahus:
54,9 g tsinkdiatsetaati (4.3) ja 7,5 ml dddikhapet (4.4) lahustada vees ja lahuse maht viia 250 ml-ni.

4.17. HPLC kolonni téidis: Merck Lichrosorb RP-18 vdi samaviirne, 5 um.

5. Aparatuur

5.1. Tavaline labori sisseseade.

5.2. Korgefektiivne vedelikkromatograaf muudetava lainepikkusega UV-detektoriga ja kolonni termostaadiga.
5.3. HPLC kolonn: pikkus —250 mm, sisemine diameeter —4,6 mm, tdidis —Lichrosorb RP-18(4.17).

5.4. Ultrahelivann

6. Analiiiisi kaik

6.1. Proovi ettevalmistamine

6.1.1. Kaaluda umbes 1 g proovi tépsusega 0,1 mg 100-ml keeduklaasi ja lisada 10 ml metanooli (4.1).

6.1.2. Keeduklaas panna 20 minutiks ultrahelivanni (5.4), et proov suspendeerida. Suspensioon viia
kvantitatiivselt iile 100-ml mddtekolbi mitte rohkem kui 75 ml eluendiga (4.10). Lisada 1 ml Carrez— i1 lahust
(4.15) ja seejérel 1 mlCarrez’i 11 lahust (4.16). Pérast iga lahuse lisamist kolvi sisu segada. Eluendiga (4.10)
tdita kolb mérgini ja segada. Lahus filtreerida ldbi kurdfiltri.

6.1.3. 3,0 ml saadud filtraati (6.1.2) ja 5,0 ml sisestandardilahust (4.13) pipeteerida 50-ml mddtekolbi. Eluendiga
(4.10) tdita kolb méirgini ja segada. Lahust kasutada kromatograafilise analiitisi (6.2) jargi.

6.2. Kromatograafia

Liikuva faasi (4.10) voolukiirus —1,2 ml/min ja kolonni temperatuur —45 °C.

Detektori (5.2) lainepikkus —274 nm.
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Mikrosiistlaga siistida kromatograafi vihemalt kaks korda 20 pl lahust (6.1.3) ja mdota piikide pindalad.

6.3. Kalibreerimisgraafik

6.3.1. Siistida kromatograafi 20 pul iga standardlahust (4.14) ja modta piikide pindalad.

6.3.2. Iga kontsentratsiooni jaoks arvutada alfa-monogliitseriiiil-4-aminobensoaadi ja sisestandardi
piikide pindalade suhe. Teha graafik, kandes abtsissteljele leitud suhted ja ordinaatteljele vastavad alfa-
monogliitseriiiil-4-aminobensoaadi standardlahuste kontsentratsioonid.

6.3.3. Ulalkirjeldatud protseduuri korrata etiiiil-4-hiidroksiibensoaadiga.

7. Arvutused

7.1. Saadud kalibreerimisgraafikult leida masside suhted (RP1, RP2), mis vastavad punkti 6.2.3 jargi moddetud
piikide pindalade suhetele ja kus:

RP1 —alfa-monogliitsertiiil-4-aminobensoaadi mass / etiiiil-4-hiidroksiibensoaadi mass;

RP2 —etiiiil-4- aminobensoaadi mass / etiilil-4-hiidroksiibensoaadi mass.

7.2. Saadud massside suhte alusel arvutada alfa-monogliitseriiiil-4-aminobensoaadi sisaldus proovis P1 ja
etiitil-4- aminobensoaadi sisaldus proovis P2 (massiprotsentides) jargmiste valemite jérgi:

1) P1 =RPI1 x q : 6p, kus:

q —etiitil-4-hiidroksiibensoaadi kogus sisestandardis (4.12), mg;

p —proovi kogus (6.1.1), g.

2) P2 =RP2 —q : 6p, kus:

q —etiitil-4-hiidroksiibensoaadi kogus sisestandardis (4.12), mg;

p —proovi kogus (6.1.1), g.

8. Korratavus

8.1. 5%-lise alfa-monogliitseriiiil-4-aminobensoaadi sisalduse puhul ei tohi samast proovist tehtud kahe
paralleelméairamise tulemuste vahe iiletada 0,25%.

8.2. 1%-lise etiiiil-4-aminobensoaadi sisalduse puhul ei tohi samast proovist tehtud kahe paralleelméédramise
tulemuste vahe iiletada 0,10%.

9. Mirkused

9.1. Enne analiiiiside alustamist tuleb kontrollida, kas proov sisaldab aineid, mille piigid vdivad kattuda
sisestandardiks kasutatava etiiiil-4-aminobensoaadi piigiga.

9.2. Et veenduda segavate tegurite puudumises, tuleb médramist korrata, muutes metanooli osa litkuvas faasis
10% vorra.

* Kdesolevas lisas on siilitatud Euroopa Uhenduste Komisjoni direktiivi 85/490/EMU lisa iilesehitust ja
numeratsiooni.

Lisa 26
sotsiaalministri
23. detsembri 1999. a
mééruse nr 91 juurde
KLOROBUTANOOLI MAARAMINE*
1. RAKENDUSALA

Kéesolevat meetodit saab kasutatada klorobutanooli (/NN) méadramiseks koikides kosmeetikatoodetes (v.a
aerosooltooted), kui klorobutanooli sisaldus tootes ei iileta 0,5%.

[RTL 2002, 54, 791 — jdust. 06.05.2002]
2. NAITAJA UHIK
Selle meetodi jargi méératud klorobutanooli sisaldus tootes véljendada massiprotsendina.
3. MEETODI POHIMOTE

Pérast proovi ettevalmistust madratakse klorobutanool gaasikromatograafiliselt, kasutades sisestandardina 2,2,2-
trikloroetanooli.

4. REAKTIIVID

Koik reaktiivid peavad olema analiiiitiliselt puhtad.
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4.1. Klorobutanool (1,1,1-trikloro-2-metiiiilpropaan-2-ool)
4.2. 2,2 2-trikloroetanool
4.3. Absoluutne alkohol
4.4. Klorobutanooli standardlahus: 0,025 g lahustatakse 100 ml etanoolis (4.3).
4.5. 2,2 2-trikloroetanooli standardlahus: 4 mg lahustatakse 100 ml etanoolis (4.3).
5. APARATUUR
5.1. Tavaline labori sisseseade
5.2. Gaasikromatograaf elektronhaardedetektoriga
6. ANALUUSI KAIK
6.1. Proovi ettevalmistamine

Kaaluda 0,1- 0,3 g proovi (p g) tdpsusega 0,1 mg ja kanda iile 100-ml md6tekolbi, lahustada etanoolis (4.3),
lisada 1 ml sisestandardi lahust (4.5) ja viia etanooliga mérgini.

6.2. Gaasikromatograafia tingimused
6.2.1. Tingimused peavad tagama lahutusteguri R viértuseks vihemalt 1,5.

R=2d" (rp—r1) / (W+ W») kus:

rija ry— retensiooniajad (min);

Wija Wo— piikide laiused poolkdrgusel (mm);

d’ —isekirjuti lindi liikkumise kiirus (mm/min).

6.2.2. Orienteeruvad kromatografeerimise tingimused:

6.3. Kalibreerimisgraafik
Viide 100-ml modtekolbi pipeteerida igaiihte 1 ml standardlahust (4.5) ja 0,2; 0,3; 0,4; 0,5 voi 0,6 ml lahust
4.4. Kolvid tdita etanooliga (4.3) mérgini ja segada. Ststida 1 pl iga standardlahust kromatograafi punktis 6.2.2
toodud tingimustel ja teha kalibreerimisgraafik, kandes abtsissteljele klorobutanooli ja 2,2,2-trikloroetanooli
masside suhte standardlahuses ja ordinaatteljele vastavate piikide pindalade suhte.
6.4. 1 pl punktis 6.1 saadud lahust siistida kromatograafi punktis 6.2.2 toodud tingimustel.

7. ARVUTUSED
7.1. Kalibreerimisgraafikult (6.3) leida klorobutanooli sisaldus lahuses (6.1), viljendatuna pg-des.

7.2. Klorobutanooli sisaldus proovis P arvutada jargmise valemi jérgi:
P=ax10%/px10°=a/px10*

8. KORRATAVUS

0,5%-lise klorobutanooli sisalduse puhul ei tohi samast proovist tehtud kahe paralleelmadramise tulemuste vahe
iiletada 0,01%.

Juhul kui tulemus on vordne voi tiletab lubatud maksimaalset kogust, tuleb kontrollida klorobutanooli médiramist
segavate ainete puudumist.

* Kiesolevas lisas on siilitatud Euroopa Uhenduste Komisjoni direktiivi 85/490/EMU lisa iilesehitust ja
numeratsiooni.

Lisa 27
sotsiaalministri
23. detsembri 1999. a
maédruse nr 91 juurde
KINIINI IDENTIFITSEERIMINE JA MAARAMINE*

A. IDENTIFITSEERIMINE
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1. Kasutusala
Kéesolev meetod on ette néhtud kiniini identifitseerimiseks Sampoonides ja juuksevedelikes.
2. Meetodi pohimote

Kiniin identifitseeritakse silikageel-Shekihikromatograafiliselt (OKK). Kiniin annab happelises keskkonnas
OKK-plaadil 360 nm juures siniselt fluorestseeruva laigu.

3. Reaktiivid

Koik reaktiivid peavad olema analiiiitiliselt puhtad.

3.1. Fluorestsentsindikaatorita silikageelplaadid: kihi paksus 0,25 mm, 200 mm —200 mm

3.2. Eluent: tolueen, dietiiiileeter, diklorometaan, dietiililamiin (mahulises vahekorras 20:20:20:8)

3.3. Metanool
3.4. Vidvelhape, 96%, d4*°= 1,84 g/ml
3.5. Dietiiiileeter

3.6. llmutuslahus: keeduklaasi valada 95 ml dietiiiileetrit (3.5), klaas jahutada jddvannis ja lisada ettevaatlikult
5 ml védvelhapet

3.7. Broom

3.8. Amooniumhiidroksiidi lahus, 28%, d420: 0,90 g/ml
3.9. Kiniin, veevaba

3.10. Standardlahus: 100-ml mo&tekolbi kaaluda tédpsusega 0,1 mg ligikaudu 100,0 mg veevaba kiniini (3.9) ja
kolb tdita metanooliga (3.3) mérgini.

4. Aparatuur

4.1. Tavalised OKK vahendid

4.2. Ultrahelivann

4.3. Membraanfilter, Millipore’i filter, FH 0,5 fin v0i samavaarne
5. Analiiiisi kaik

5.1. Proovi ettevalmistamine

Kaaluda 100-ml mdotekolbi tdpsusega 0,1 mg selline kogus proovi, mille eeldatav kiniinisisaldus on 100 mg.
Proov lahustada metanoolis (3.3) ja kolb tdita metanooliga (3.3) mérgini.

Mootekolb sulgeda ja jdtta itheks tunniks toatemperatuuril ultrahelivanni (4.2). Lahus filtreerida 1abi
membraanfiltri (4.3) ja filtraati kasutada kromatografeerimiseks.

5.2. OKK

Kanda silikageelplaadile (3.1) 1,0 pl standardlahust (3.10) ja 1,0 pl proovilahust (5.1). Plaat panna eluendi
aurudega (3.2) eelnevalt kiillastatud tanki ja elueerida, kuni eluendi front on tdusnud 150 mm korguseni.

[lmutamine

. Plaat kuivatada toatemperatuuril

. Plaati pritsida reaktiiviga 3.6

. Plaati kuivatada toatemperatuuril {iks tund

5.3.
5.3.
5.3.
5.3.
5.3.4. Plaati uurida UV-lambi all lainepikkuse 360 nm juures. Kiniini laigud fluorestseeruvad siniselt.

1
2
3
4

Kiniini grupi peamiste alkaloidide Rf véartused, kui eluendiks on lahus 3.2

Alkaloid Rf

Kiniin 0,20
Kinidiin 0,29
Tsinhoniin 0,33
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Tsinhonidiin 0,27
Hidrokinidiin 0,17

5.3.5. Kiniini olemasolu kinnitamiseks panna plaat umbes iiheks tunniks broomiaurudesse (3.7). Helendus kaob
dra. Kui sedasama plaati hoida ammoniaagi (3.8) aurudes, ilmuvad need laigud taas, seekord pruunidena, ja kui
plaati vaadelda uuesti UV-kiirtes lainepikkuse 360 nm juures, siis helenduvad need laigud kollaselt.
Avastamispiir: 0,1 pg kiniini.
B. MAARAMINE
1. Kasutusala
Kéesolev meetod sobib kiniini madramiseks, kui teda on kuni 0,5% Sampoonides ja 0,2% juuksevedelikes.
2. Niitaja iihik
Selle meetodi jérgi méaratud kiniini sisaldus tootes véljendada tema massiprotsendina.
3. Meetodi pohimote
Pérast proovi ettevalmistust maédratakse kiniini sisaldus kdrgeefektiivse vedelikkromatograafiga (HPLC).
4. Reaktiivid
Koik reaktiivid peavad olema analiiiitiliselt puhtad ja kui vaja, HPLC grade.
4.1. Atsetonitriil

4.2. Kaaliumdivesinikfosfaat, KH,POy4

4.3. Ortofosforhape, 85%, d42’=1,7 g/ml
4.4. Tetrametiitilammooniumbromiid
4.5. Kiniin, veevaba

4.6. Metanool

4.7. 0,1 M ortofosforhappe lahus: 1000-ml mdotekolbi kaaluda 11,53 g ortofosforhapet (4.3), lahustada vees ja
kolb tdita veega margini.

4.8. 0,1 M kaaliumdivesinikortofosfaadi lahus: 13,6 g kaaliumdivesinikortofosfaati (4.2) kaaluda 1000-ml
modtekolbi, lahustada vees ja kolb tdita veega margini.

4.9. Tetrametiitilammooniumbromiidi lahus: 15,4 g tetrametiiiilaminobroomi (4.4) kaaluda 1000-ml mdotekolbi,
lahustada vees ja kolb tdita veega margini.

4.10. Eluent: 0,1 M ortofosforhappe lahus (4.7), 0,1 M kaaliumdivesinikfosfaadi lahus (4.8),
tetrametiiiilammooniumbromiidi lahus (4.9), vesi, atsetonitriil (4.1) (mahulises vahekorras 10:50:100:340:90).

Eluendi koostist vdib muuta, et lahutustegur R oleks vihemalt 1,5.

R=2xdx (rp—11)/ (Wi+ W»), kus:

rija ry— retensiooniajad (min);

Wja W,— piigi laiused poolkdrgusel (mm);

d’” —isekirjuti lindi liikumise kiirus (mm/min).

4.11. Silikageel, toodeldud oktadetsiiiilsilaaniga, 10 pm.

4.12. Standardlahused: ligikaudu 5,0; 10,0; 15,0 ja 20,0 mg veevaba kiniini kaaluda tipsusega 0,1 mg 100-ml
modtekolbidesse. Lisada metanooli (4.6) ja loksutada, kuni kiniin on lahustunud. Kolb tiita metanooliga (4.6)
margini. Koik proovid filtreeerida 1dbi 0,5 pm-lise membraanfiltri.

5. Aparatuur

5.1. Tavaline labori sisseseade
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5.2. Ultrahelivann

5.3. Korgefektiivne vedelikkromatograaf muudetava lainepikkusega UV-detektoriga

5.4. Kolonn: pikkus —250 mm, sisemine diameeter —4.6 mm, tdidis —silikageel (4.11)

5.5. Membraanfilter, Millipore'i filter, FH 0,5 fm v3i samavéérne koos vajaliku filtreerimisseadmega

6. Analiiiisi kiik

6.1. Proovi ettevalmistamine

Kaaluda 100-ml mdotekolbi tipsusega 0,1 mg (m grammi) toodet, mis eeldatavasti sisaldaks vihemalt 10 mg
veevaba kiniini. Proovile lisada 20 ml metanooli (4.6) ja kolb panna 20 minutiks ultrahelivanni (5.2). Kolb téita
metanooliga (4.6) mirgini. Segada ja vajalik kogus filtreerida.

6.2. Kromatograafia

Liikuva faasi voolukiirus —1,0 ml/min;

Detektori (5.3) lainepikkus —332 nm;

Stistitav kogus —10 pl filtreeritud lahust (6.1).

6.3. Kalibreerimisgraafik

Kromatograafi siistida vihemalt kolm korda 10 pl iga standardlahust (4.12). Modta piikide pindalad ja leida
igale kontsentratsioonile vastav keskmine piigi pindala.

Teha kalibreerimisgraafik ja kontrollida, et see on lineaarne.

7. Arvutused

7.1. Kalibreerimisgraafikult (6.3) méérata kiniini sisaldus (pg) siistitud koguses (6.2).

7.2. Veevaba kiniini sisaldus tootes P (massiprotsentides) arvutatakse jargmise valemi jargi:
P=A/B,kus:

B —veevaba kiniini sisaldus (pug) 10 pl filtreeritud lahuses (6.1);

A —katsekoguse mass (6.1), g.

8. Korratavus

8.1. 0,5%-lise veevaba kiniini sisalduse puhul ei tohi samast proovist tehtud kahe paralleelméédramise tulemuste
vahe iiletada 0,02%.

8.2. 0,2%-lise veevaba kiniini sisalduse puhul ei tohi samast proovist tehtud kahe paralleelméédramise tulemuste
vahe iiletada 0,01%.

* Kiesolevas lisas on siilitatud Euroopa Uhenduste Komisjoni direktiivi 85/490/EMU lisa iilesehitust ja
numeratsiooni.

Lisa 28
sotsiaalministri
23. detsembri 1999. a
mééruse nr 91 juurde

ANORGAANILISTE SULFITITE JA VESINIKSULFITITE
IDENTIFITSEERIMINE JA MAARAMINE*

Kasutusala
Kéesolev meetod kirjeldab anorgaaniliste sulfitite ja vesiniksulfitite identifitseerimist ja maéramist
kosmeetikatoodetes. See meetod sobib vesi- ja alkoholilahuste analiiiisimiseks, mis sisaldavad kuni 0,2%
vidveldioksiidi.
[RTL 2002, 54, 791 — jSust. 06.05.2002]
A. IDENTIFITSEERIMINE

1. Meetodi pohimdte
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Proovi kuumutatakse soolhappes ja vabanenud vaédveldioksiid identifitseeritaksetema Iohna jargi voi
indikaatorpaberiga.

2. Reaktiivid

Koik reaktiivid peavad olema analiiiitiliselt puhtad.

2.1. Soolhape, 4 M

2.2. Kaaliumjodiidiga tirklisepaber voi midagi samavaérset

3. Aparatuur

3.1. Tavaline labori sisseseade

3.2. 25-ml kolvid, lithikese piistjahutiga

4. Analiiiisi kiik

4.1. Umbes 2,5 g proovi kaaluda tidpsusega 1 mg kolbi (3.2), milles on 10 ml soolhapet (2.1).

4.2. Segada ja kuumutada keemiseni.

4.3. Véidveldioksiidi olemasolu teha kindlaks kas 16hna jérgi voi indikaatorpaberiga (2.2).
B. MAARAMINE

1. Niitaja iihik

Kéesoleva meetodi jargi madratud sulfiti voi vesiniksulfiti sisaldus proovis véljendada vadveldioksiidi
massiprotsendina.

2. Meetodi pohimote

Pérast proovi hapustamist vabanenud védveldioksiid destilleeritakse vesinikperoksiidi lahusesse. Moodustunud
vadvelhape tiitritakse tagasi kaaliumhiidroksiidi standardlahusega.

3. Reaktiivid

Koik reaktiivid peavad olema analiiiitiliselt puhtad.

3.1. Vesinikperoksiid, 2 g/l, iga pdev valmistada virske lahus
3.2. Ortofosforhape, d420: 1,75 g/ml

3.3. Metanool

3.4. Naatriumhiidroksiidi 0,01 M standardlahus

3.5. Lammastik

3.6. Indikaator: vahekorras 1:1 segada metiiilpunast (0,3 g/l lahus etanoolis) ja metiileensinist (0,5 g/l lahus
etanoolis). Lahus filtreerida.

4. Aparatuur

4.1. Tavaline labori sisseseade

4.2. Destilleerimisaparaat (vt joonis 1)

5. Analiiiisi kiik

5.1. Ligikaudu 2,5 g proovi kaaluda tédpsusega 1 mg destillatsioonikolbi A (joon 1).
5.2. Lisada 60 ml vett ja 50 ml metanooli (3.3) ja segada.

5.3. Destillaatori vastuvdtukolbi D (joon 1) panna 10 ml vesiniperoksiidi (3.1), 60 ml vett ja moned tilgad
indikaatorit (3.6). Lisada moned tilgad naatriumhiidroksiidi (3.4), kuni indikaator vérvub roheliseks.
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5.4. Protseduuri 5.3 korratakse pesupudeliga E (joon 1).

5.5. Seade panna kokku ja lammastikujoa (3.5) kiiruseks reguleerida umbes 60 mulli minutis.
5.6. Tilklehtrist lisada destillatsioonikolbi A 15 ml ortofosforhapet (3.2).

5.7. Kolvi sisu ajada kiiresti keema ja keeta vaikselt 30 minutit.

5.8. Votta vastuvdtukolb D seadme kiiljest. Uhendustoru loputada ja loputusvesi lisada vastuvatukolbi. Lahus
tiitrida naatrimhiidroksiidi lahusega (3.5), kuni indikaator (3.6) varvub roheliseks.

6. Arvutused

Sulfiti voi vesiniksulfiti sisaldus proovis P (massiprotsendina) arvutada jargmise valemi jargi:
P=32MYV/m,kus:

M —naatriumhiidroksiidi molaarne kontsentratsioon (3.4);

V —tiitrimiseks (5.8) kulunud naatriumhiidroksiidi (3.4) kogus, ml;

M —proovi mass (5.1), g.

7. Korratavus

0,2%-lise vadveldioksiidi sisalduse puhul ei tohi samast proovist tehtud kahe paralleelméiramise tulemuste vahe
iiletada 0,006%.

(v.t. RTL 2000, 22, 302)
Joonis 1. Védveldioksiidi destillatsiooniaparaat Tanneri jargi (koik moddud on antud millimeetrites)

* Kiesolevas lisas on siilitatud Euroopa Uhenduste Komisjoni direktiivi 85/490/EMU lisa iilesehitust ja
numeratsiooni.

Lisa 29
sotsiaalministri
23. detsembri 1999. a
madruse nr 91 juurde
LEELISMETALLIDE KLORAATIDE IDENTIFITSEERIMINE JA MAARAMINE*
Rakendusala
Kéesolev meetod kirjeldab kloraatide madramist hambapastades ja teistes kosmeetikatoodetes.
[RTL 2002, 54, 791 — jdust. 06.05.2002]
A. IDENTIFITSEERIMINE

1. Meetodi pohiméte

Kloraadid eraldatakse bromaatidest ja jodaatidest dhekihikromatograafia (OKK) abil ja identifitseeritakse jodiidi
oksiideerimise kaudu joodiks.

2. Reaktiivid

Koik reaktiivid peavad olema analiiiitiliselt puhtad.

2.1. Standardlahus: kaaliumkloraadi, -bromaadi ja -jodaadi 2 g/l vérskelt valmistatud vesilahused
2.2. Eluent: 280 g/l ammoniaagi lahus, atsetoon, butanool (mahulises vahekorras 60:130:30)

2.3. Kaaliumjodiidi vesilahus, 50 g/l

2.4. Térkliselahus, 10— 50 g/1

2.5. Soolhape, 1 M

2.6. Tselluloosiga OKK-plaadid, kihi paksus 0,25 mm

3. Aparatuur

Tavaline OKK aparatuur
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4. Analiiiisi kaik

4.1. Umbes 1 g proovi ekstraheerida veega, filtreerida ja lahjendada umbes 25 ml-ni.

4.2. Plaadile (2.6) kanda 2 pl lahust (4.1) ja 2 pl iga standardlahust (2.1).

4.3. Plaat panna tanki ja elueerida lahusega 2.2, kuni eluendi front on tdusnud umbes 2/3 plaadi kdrguseni.
4.4. Plaat votta tankist vilja ja lasta tal kuivada (see voib kesta kuni kaks tundi).

4.5. Plaati pritsida kaaliumjodiidi (2.3) lahusega ja lasta kuivada umbes viis minutit.

4.6. Plaati pritsida tarklisekahusega (2.4) ja lasta kuivada umbes viis minutit.

4.7. Plaati pritsida soolhappega (2.5).

5. Hindamine

Kui proovis on kloraate, ilmuvad pérast pooletunnilist seismist sinised (v0i pruunid) laigud, mille Rf on
ligikaudu 0,7- 0,8.

Halaat Rf
Jodaat 0-0,2
Bromaat 0,5-0,6
Kloraat 0,7-0,8

Bromaadid ja jodaadid reageerivad kohe. Mitte dra segada bromaatide ja kloraatide laike!
B. MAARAMINE
1. Niitaja iihik
Kéesoleva meetodi jargi méératud kloraatide sisaldus proovis viljendada kloraatide massiprotsendina.
2. Meetodi pohimote
Kloraadid redutseeritakse tsigipulbriga happelises keskkonnas.Moodustunud kloriidid méaratakse
potentsiomeetrilisel tiitrimisel hobenitraadi lahusega.Argentomeetriline tiitrimine enne kloraatide taandamist
annab kloriidi sisalduse proovis.
3. Reaktiivid
Koik reaktiivid peavad olema analiiiitiliselt puhtad
3.1. Aidikhape, 80% (m/m)
3.2. Pulbriline tsink
3.3. Hobenitraat, 0,1 M standardlahus
4. Aparatuur
4.1. Tavaline labori sisseseade
4.2. Potentsiomeeter hdbeindikaatorelektroodiga
5. Analiiiisi kiiik
5.1. Proovi ettevalmistamine
Tsentrifuugiklaasi kaaluda tapsusega 1 mg ligikaudu 2 g proovi (m g).Lisada umbes 15 ml d4ddikhapet (3.1) ja
segada ettevaatlikult. Oodata 30 minutit ja tsentrifuugida 15 minutit kiirusega 2000 pdoret/min. Supernatant
valada 50-ml mddtekolbi. Tsenrifuugimist korrata kaks korda, valades kumbki kord sademele 15 ml dadikhapet

(3.1). Koik supernatandid lisada samasse mdotekolbi. Kolb téita dddikhappega (3.1) margini.

5.2. Kloraatide redutseerimine
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20 ml lahusele (5.1) lisada 0,6 g pulbrilist tsinki (3.2). Segu kuumutada jahutiga kolvis keemiseni ja keeta

30 minutit. Kolvi sisu jahutada ja filtreerida. Kolb loputada veega. Loputusvesi filtreerida ja {ihendada esimese
filtraadiga.

5.3. Kloriidide médiramine

20 ml lahust (5.2) tiitrida hobenitraadilahusega (3.3), kasutades potentsiomeetrit (4.2). Analoogselt tiitrida 20 ml
lahust 5.1.

NB! Juhul kui toode sisaldab broomi vdi joodi derivaate, mis annavad pérast redutseerimist bromiide voi
jodiide, on tiitrimiskoveral mitu kddnupunkti. Sel juhul leitakse kloriidi tiitrimiseks kulunud tiitrimislahuse (3.3)
maht viimase ja eelviimase kdanupunkti vahe alusel.

6. Arvutused

Kloraatide sisaldus proovis P (massiprotsentides) leida jirgmise valemi jérgi:

P=20,9(V-V')M/m, kus:

V —lahuse 5.2 tiitrimiseks kulunud hdbenitraadilahuse (3.3) maht, ml;

V' =20 ml lahuse 5.1 tiitrimiseks kulunud hobenitraadilahuse maht, ml;

M —hdbenitraadilahuse molaarsus;

m —proovi mass, g.

7. Korratavus

3— 5%-lise kloraatide sisalduse puhul ei tohi samast proovist tehtud kahe paralleelmééramise tulemuste vahe
iiletada 0,07%.

* Kiesolevas lisas on siilitatud Euroopa Uhenduste Komisjoni direktiivi 85/490/EMU lisa iilesehitust ja
numeratsiooni.

Lisa 30
sotsiaalministri
23. detsembri 1999. a
mééruse nr 91 juurde
NAATRIUMJODAADI IDENTIFITSEERIMINE JA MAARAMINE*
Kasutusala
Kéesolev meetod kirjeldab naatriumjodaadi identifiseerimist ja midramist kosmeetikatoodete loputusvedelikes.
[RTL 2002, 54, 791 — jdust. 06.05.2002]
A. IDENTIFITSEERIMINE

1. Pohiméte

Naatriumjodaat eraldatakse teistest halaatidest 6hekihikromatograafiliselt ja identifitseeritakse jodiidi
oksiideerumise kaudu joodiks.

2. Reaktiivid

Koik reaktiivid peavad olema analiiiitiliselt puhtad.

2.1. Vordluslahused: kaaliumkloraadi, -bromaadi ja -jodaadi virskelt valmistatud vesilahused, 0,1 g/1.
2.2. Eluent: ammoniaagilahus, 280 g/l, atsetoon, butanool (mahulises vahekorras: 60:130:30)

2.3. Kaaliumjodiidi vesilahus, 50 g/l

2.4. Tarkliselahus, 10— 50 g/l

2.5. Soolhape, 1 M

3. Aparatuur

3.1. Tselluloosiga OKK-plaadid, kihi paksus 0,25 mm

3.2. Tavalised OKK vahendid

4. Analiiiisi kiik
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4.1. Umbes 1 g proovi ekstraheerida veega, filtreerida ja lahjendada kuni 10 ml-ni.

4.2. Plaadi (3.1) stardijoonele kanda 2 pl lahust (4.1) ja 2 pl igast kolmest standardlahusest (2.1).

4.3. Plaat panna tanki ja elueerida lahusega 2.2 kuni eluendi front on tdusnud umbes 2/3 plaadi kdrguseni.
4.4. Plaat votta tankist vilja ja lasta kuivada toatemperatuuril (kuni kaks tundi).

4.5. Plaati pritsida kaaliumjodiidiga (2.3) ja lasta kuivada viis minutit.

4.6. Plaati pritsida tarkliselahusega (2.3) ja lasta kuivada viis minutit.

4.7. Plaati pritsida soolhappega (2.5).

5. Hindamine

Kui proovis on jodaati, ilmuvad kohe sinised (voivad olla ka pruunid vdi muutuda seismisel pruuniks) laigud,
mille Rf on 0-0,2.

Kohe reageerivad ka bromaadid, kuid nende laikude Rf on 0,5 0,6. Kloraatide Rf on 0,7— 0,8 ja nende laigud
ilmuvad umbes 30 minuti pérast.

B. MAARAMINE
1. Niitaja iihik
Selle meetodi jargi madratud naatriumjodaadi sisaldus véljendatakse tema massiprotsendina.
2. Meetodi p6himaote

Naatriumjodaat lahustatakse vees ja madratakse korgefektiivse vedelikkromatograafiga (HPLC), kasutades
jarjestikku C18- ja anioniitkolonni.

3. Reaktiivid

Koik reaktiivid peavad olema analiiiitiliselt puhtad ja vajadusel puhtusega HPLC grade.
3.1. Soolhape, 4 M

3.2. Naatriumsulfiti vesilahus, 50 g/l

3.3. Naatriumjodaadi pohilahus: 50 mg jodaati 100 ml vees

3.4. Kaaliumdivesinikfosfaat

3.5. Dinaatriumvesinikfosfaat —2H,O

3.6. HPLC liikuv faas: 3,88 g kaaliumdivesinikortofosfaati (3.4.) ja 1,19 g dinaatriumvesinikfosfaati (3.5)
lahustada tihes liitris vees; lahuse pH peab olema 6,2

3.7. Universaalne indikaatorpaber pH 1— 11.

4. Aparatuur

4.1. Tavaline labori sisseseade

4.2. Paberfilter, diameeter 110 mm, Schleicher and Schull No 575 voi samavairne
4.3. HPLCaparatuur reguleeritava lainepikkusega UV-detektoriga

4.4. Kolonn: pikkus 120 mm; sisemine diameeter 4,6 mm; jérjestikku iihendada 2 kolonni: esimene kolonn
—Necleosil — 5 C18 vdi samaviirne; teine kolonn —Vydac™-301-SB voi samaviirne.

5. Analiiiisi kiik

5.1. Proovi ettevalmistamine
5.1.1. Vedelad kosmeetikatooted (Sampoonid)

Kosmeetikavahendite terviseohutuse kontrollimine Leht79/113



[RTL 2002, 54, 791 — jdust. 06.05.2002]

Ligikaudu 1,0 g proovi kaaluda tépsusega 1 mg 10-ml suletavasse mddtekolbi. Kolb tdita veega mérgini.
Vajadusel lahus filtreerida. Jodaadi sisaldus lahuses méarata HPLC-ga, nagu on kirjeldatud punktis 5.2.
5.1.2. Tahked kosmeetikatooted (seebid)

[RTL 2002, 54, 791 — jdust. 06.05.2002]

Ligikaudu 1,0 g proovi kaaluda tépsusega 1 mg 100-ml suletavasse klaasist modtesilindrisse. Silinder tdita veega
50 ml-ni ja loksutada energiliselt iiks minut. Segu tsentrifuugida ja filtreerida l&bi paberfiltri (4.1) vdi lasta segul
seista vihemalt iiks 60.

Tarretisesarnast lahust loksutada tugevasti ja filtreerida 1dbi paberfiltri (4.1).
Jodaadi sisaldus filtraadis médrata HPLC-ga, nagu on kirjeldatud punktis 5.2.

5.2. Kromatograafia:

voolukiirus —1 ml/min;

detektori (4.2) lainepikkus —210 nm;
sissestistitav maht —10 pl.

5.3. Kalibreerimisgraafik

5.3.1. Viide 50-ml mddtekolbi pipeteerida 1,0; 2,0; 5,0; 10,0 ja 20 ml naatriumjodaadi pdhilahust (3.3). Téita
kolvid veega mérgini ja segada. Valmistatud lahused sisaldavad 1 milliliitris vastavalt 0,01; 0,02; 0,05; 0,10 ja
0,20 mg naatriumjodaati.

5.3.2. Siistida 10 pl iga standardlahust kromatograafi (4.2). Kromatogrammil méérata jodaadi piigi pindala ja
teha kalibreerimisgraafik piigi pindalade ja neile vastavate naatriumjodaadi kontsentratsioonide jargi.

6. Arvutused

Naatriumjodaadi sisaldus proovis P (massiprotsendina) arvutatakse jdrgmise valemi jérgi:
P=Vc¢/10m, kus:

m —proovi kogus (5.1), g;

V —alapunkti (5.1) jargi saadud proovilahuse kogumaht, ml;

¢ —kalibreerimisgraafiku (5.3.2) jargi leitud naatriumjodaadi kontsentratsioon uuritud lahuses, mg.

7. Korratavus

0,1%-lise naatriumjodaadi sisalduse puhul ei tohi samast proovist tehtud kahe paralleelméaramise tulemuste
vahe iiletada 0,002%.

8. Tdiendav toestamine
8.1. Meetodi pShimote

Kosmeetikatoote hapustatud lahuses redutseerub jodaat (I03—) sulfiti toimel jodiidiks (I-) ja saadud lahust
analiiiisitakse HPLC abil. Kui jodaadi retensiooniajale vastav piik kaob pérast sulfitiga toStlemist, siis on
toendoliselt tegemist jodaadiga.

[RTL 2002, 54, 791 — jdust. 06.05.2002]

8.2. Analiiiisi kaik

8.2.1. Pipeteerida koonilisse kolbi 5 ml punkti 5.1 jargi saadud proovilahust. Lahuse pH viia 3-ni voi
madalamaks universaalse indikaatorpaberi (3.7) jargi, kasutades hapustamiseks soolhapet (3.1).

8.2.2. Lisada kolm tilka naatriumsulfiti lahust (3.2) ja segada.
8.2.3. 10 pl iilalsaadud lahust siistida kromatograafi (4.2).

Vorrelda saadud kromatogrammi kromatogrammiga, mis saadi sama proovi kohta punktis 5.

* Kiesolevas lisas on siilitatud Euroopa Uhenduste Komisjoni direktiivi 85/490/EMU lisa iilesehitust ja
numeratsiooni.
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HOBENITRAADI IDENTIFITSEERIMINE JA MAARAMINE KOSMEETIKATOODETES*
[RTL 2002, 54, 791 — jdust. 06.05.2002]
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A. IDENTIFITSEERIMINE
1. Rakendusala

Kéesolev meetod kirjeldab hdbenitraadi identifitseerimist hdobeda jérgi vesilahustena esinevates
kosmeetikatoodetes.

[RTL 2002, 54, 791 — jdust. 06.05.2002]
2. Meetodi pohimote

Hobe identifitseeritakse iseloomuliku valge hobekloriidi sademe jargi, mis tekib hdbeda reageerimisel kloori
ioonidega.

3. Reaktiivid
Koik reaktiivid peavad olema analiiiitiliselt puhtad.
3.1. Soolhappe lahus, 2 M

3.2. Ammoniaagilahus: lahjendada kontsentreeritud ammooniumhiidroksiidi lahus (do= 0,88 g/ml) veega
vahekorras 1:1 ja segada

3.3. Lammastikhappe lahus, 2 M
4. Aparatuur

4.1. Standardne labori sisseseade
4.2. Tsentrifuug

5. Analiiiisi kaik

5.1. Kaaluda tsentrifuugiklaasi umbes 1 g proovi ja lisada sademe moodustamiseks tilgakaupa 2 M soolhappe
lahust, segada ja tsentrifuugida.

5.2. Valada supernatant dra ja pesta sade iiks kord viie tilga kiilma veega. Visata pesuvesi éra.

5.3. Tsentrifuugiklaasi lisada sama palju vett, kui seal on sadet, kunumutada keemiseni ja segada sade korralikult
veega lébi.

5.4. Kuum lahus tsentrifuugida ja valada supernatant dra.
5.5. Sadestamiseks lisada moned tilgad ammoniaagilahust (3.2), segada ja tsentrifuugida.
5.6. Klaasplaadile tilgutada iiks tilk supernatanti, millele lisada moned tilgad 2 M lammastikhapet (3.3).
5.7. Kui tekib valge sade, siis sisaldab lahus hdbedat.
B. MAARAMINE
1. Kasutusala

Kiesolevat meetodit kasutatakse hobenitraadi médramiseks hdbeda jargi kulmude ja ripsmete vérvimiseks
ettendhtud kosmeetikatoodetes.

[RTL 2002, 54, 791 — jdust. 06.05.2002]

2. Meetodi pohimote

Hobe miirata aatomiabsorptsioonspektromeetriliselt.
3. Reaktiivid

Koik reaktiivid peavad olema analiiiitiliselt puhtad.

3.1. Laimmastikhappe lahus, 0,02 M
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3.2. Hobeda standardlahused:

3.2.1. Hobeda pdhistandardlahus: 1000 pg/ml 0,05 M lammastikhappe lahuses («SpectrosoL» voi samavédrne);
3.2.2. Hobeda standardlahus: 100 pg/ml. Pipeteerida 10 ml hdbeda pohistandardlahust (3.2.1) 100-ml
mdotekolbi ja tdita kolb 0,02 M ldmmastikhappega (3.1) mérgini, segada. Lahust kasutada ainult varskelt
valmistatuna ja hoida tumedas klaaspudelis.

4. Aparatuur

4.1. Standardne labori sisseseade

4.2. Aatomiabsorptsioonspektrofotomeeter, milles on hobeda katoodlamp
5. Analiiiisi kaik

5.1. Proovi ettevalmistamine

Kaaluda tapsusega 0,1 mg umbes 0,1 g homogeenset toodet (m grammi), mis viiakse kvantitatiivselt tile 1-1
mdotekolbi. Kolb tiita 0,02 M lammastikhappega (3.1) mérgini, segada.

5.2. Aatomiabsorptsioonspektromeetria tingimused:

leek —Ohk-atsetiileen;

lainepikkus —338,3 nm;

kasutada fooniparandust;

parima tundlikkuse saavutamiseks on vaja optimeerida leegi kdrgus ja gaaside suhted.

5.3. Kalibreerimisgraafik

5.3.1. Pipeteerida viide 100-ml m&otekolbi 1,0; 2,0; 3,0; 4,0 ja 5,0 ml hobeda standardlahust (3.2.2). K&ik
kolvid tdita 0,02 M ldmmastikhappe lahusega (3.1) mérgini, segada. Lahused sisaldavad vastavalt 1,0; 2,0; 3,0;
4,0 ja 5,0 pg/ml hdbedat.

5.3.2. Moota 0,02 M lammastikhappe (3.1) absorptsioon. Saadud vaartus lahutada standardlahuste (5.3.1)
absorptsioonidest. Modta iga standardlahuse (5.3.1) absorptsioon ja joonistada kalibreerimisgraafik hobeda
kontsentratsioonide ja neile vastavate absorptsioonide alusel.

5.4. Méadramine

Maoota proovilahuse (5.1) absorptsioon. Kalibreerimisgraafiku jérgi leida sellele vastav hobeda kontsentratsioon
proovilahuses.

6. Arvutused

Hobenitraadi sisaldus proovilahuses P (massiprotsendina) arvutada jargmise valemi jargi:
P=1,5748 x ¢/ 10 x m, kus:

m —prooviks voetud katsekogus (5.1), g;

¢ —kalibreerimisgraafiku jérgi leitud hdbeda sisaldus proovilahuses (5.1), pg/ml.

7. Korratavus

4%-lise hobenitraadi sisalduse puhul ei tohi samast proovist tehtud kahe paralleclmadiramise tulemuste vahe
iiletada 0,05%.

* Kiesolevas lisas on siilitatud Euroopa Uhenduste Komisjoni direktiivi 93/73/EMU lisa iilesehitust ja
numeratsiooni.

Lisa 32
sotsiaalministri
23. detsembri 1999. a
maaruse nr 91 juurde

SELEENDISULFIIDI IDENTIFITSEERIMINE JA
MAARAMINE KOOMAVASTASTES SampoonIDES*

A. IDENTIFITSEERIMINE
1. Kasutusala
Kaéesolev meetod kirjeldab seleendisulfiidi identifitseerimist kddmavastastes Sampoonides.
2. Meetodi pohimote

Seleen identifitseeritakse iseloomuliku kollakasoranzi véarvuse jérgi, mis tekib tema reageerimisel karbamiidi ja
kaaliumjodiidiga.
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3. Reaktiivid

Koik reaktiivid peavad olema analiiiitiliselt puhtad.

3.1. Kontsentreeritud lammastikhape (do= 1,42 g/ml)

3.2. Karbamiid

3.3. Kaaliumjodiidi lahus, 100 g/l: lahustada 10 g kaaliumjodiidi 100 ml vees.
4. Aparatuur

4.1. Standardne labori sisseseade

4.2. 100-ml lihviga iimarkolb proovi lagundamiseks

4.3. Kuumutusseadmega oksiidatsiooniaparaat

4.4. Filterpaber (Whatman No 42 vdi samavairne) voi membraanfilter 0,45 pm.
5. Analiiiisi kiik

5.1. Valada umbes 1 g Sampooni oksiidatsiooniaparaati (4.3), lisada 2,5 ml kontsentreeritud lammastikhapet
(3.1) ja lagundada proov oksiidatsiooniaparaadis (4.3) 150 °C juures 30 minutit.

5.2. Lagundatud proov lahjendada veega 25 ml-ni ja filtreerida ldbi paber- voi membraanfiltri (4.4).

5.3. Lisada 2,5 ml filtraadile 5 ml vett, 2,5 g karbamiidi (3.2) ja kuumutada keemiseni. Jahutada ja lisada 1 ml
kaaliumjodiidi lahust (3.3).

5.4. Kui proovis on seleeni, varvub lahus kollasest kuni oranzini. Vérvus tumeneb seismisel kiiresti.
B. MAARAMINE
1. Kasutusala

Kéesolev meetod sobib seleendisulfiidi midramiseks seleeni jargi kddmavastastes Sampoonides, mis sisaldavad
kuni 4,5% seleendisulfiidi.

2. Meetodi p6himaote

Proov lagundatakse ldmmastikhappega ja saadud lahusest médratakse seleen
aatomiabsorptsioonspektromeetriliselt.

3. Reaktiivid
Koik reaktiivid peavad olema analiiiitiliselt puhtad.
3.1. Kontsentreeritud lammastikhape (do= 1,42 g/ml)

3.2. 5% lammastikhappe lahus: keeduklaasis lisada 500 ml veele 50 ml kontsentreeritud ldmmastikhappet (3.1)
klaasi sisu pidevalt segades. Saadud lahus viia {ile 1-1 modtekolbi, kolb tdita veega méargini.

3.3. Seleeni pohistandardlahus: 1000 pg/ml 0,5 M lammastikhappe lahuses («SpectrosoL» v3i samavéérne)
4. Aparatuur

4.1. Standardne labori sisseseade

4.2. 100-ml lihviga timarkolb proovi lagundamiseks

4.3. Kuumutusseadmega oksiidatsiooniaparaat

4.4. Filterpaber (Whatman No 42 vdi samavairne) voi membraanfilter, 0,45 pm

4.5. Aatomiabsorptsioonspektrofotomeeter, milles on seleeni katoodlamp.

5. Analiiiisi kiik
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5.1. Proovi ettevalmistamine

5.1.1. Kaaluda tapsusega 0,1 mg ligikaudu 0,2 g (m grammi) homogeenset Sampooni {imarkolbi (4.2).

5.1.2. Lisada 5 ml kontsentreeritud ldmmastikhapet (3.1) ja lagundada proov 150 °C juures iiks tund
oksiidatsiooniaparaadis (4.3).

5.1.3. Lahus jahutada ja lahjendada veega 100 ml-ni, filtreerida 14bi paber- v6i membraanfiltri (4.4). Filtraati
kasutada jargnevaks madramiseks.

5.2. Aatomiabsorptsioonspektromeetria tingimused:

leek —Ohk-atsetiileen;

lainepikkus —196,0 nm,;

kasutada fooniparandust;

parima tundlikkuse saavutamiseks on vaja optimeerida leegi kdrgus ja gaaside suhted.

5.3. Kalibreerimisgraafik

5.3.1. Pipeteerida viide 100-ml m&otekolbi 1,0; 2,0; 3,0; 4,0 ja 5,0 ml seleeni standardlahust (3.3). Koik kolvid
tdita 5% (v/v) lammastikhappe lahusega (3.2) mérgini, segada. Need lahused sisaldavad vastavalt 10,0; 20,0;
30,0; 40,0 ja 50,0 pg/ml seleeni.

5.3.2. Moota 5% lammastikhappe (3.2) absorptsioon. Mdota 0,02 M lammastikhappe (3.1) absorptsioon. Saadud
vairtus lahutada standardlahuste (5.3.1) absorptsioonidest. Modta iga standardlahuse (5.3.1) absorptsioon ja
joonistada kalibreerimisgraafik seleeni kontsentratsioonide ja neile vastavate absorptsioonide alusel.

5.4. Méédramine

Moota katselahuse (5.1.3.) neelduvus. Kalibreerimisgraafiku jéargi leida sellele vastav seleeni kontsentratsioon
proovilahuses.

6. Arvutused

Seleendisulfiidi sisaldus proovilahuses P (massiprotsendina) arvutada jairgmise valemi jargi:
P=1,812x ¢/ 10 x m, kus:

m —prooviks voetud katsekogus (5.1.1), g;

¢ —kalibreerimisgraafiku jérgi leitud seleeni sisaldus proovilahuses (5.1.3), ug/ml.

7. Korratavus

1%-lise seleendisulfiidi sisalduse puhul ei tohi samast proovist tehtud kahe paralleclmdiramise tulemuste vahe
iiletada 0,05% (m/m).

* Kiesolevas lisas on siilitatud Euroopa Uhenduste Komisjoni direktiivi 93/73/EMU lisa iilesehitust ja
numeratsiooni.

Lisa 33
sotsiaalministri
23. detsembri 1999. a
madruse nr 91 juurde
LAHUSTUVA BAARIUMI JA STRONTSIUMI MAARAMINE PIGMENTIDES*
A. LAHUSTUVA BAARIUMI MAARAMINE

1. Kasutusala

Kiesolev meetod kirjeldab vaba baariumi ekstraheerimist ja midramist pigmentides, kuhu seda on lisatud
soolade voi lake— na.

2. Meetodi pohimote

Pigment ekstraheeritakse 0,07 M soolhappega meetodis kirjeldatud tingimustel ja ektraktis sisalduv baarium
médratakse kvantitatiivselt aatomiabsorptsioonspektromeetriliselt.

3. Reaktiivid

Kbik reaktiivid peavad olema analiiiitiliselt puhtad.

3.1. Absoluutne etanool

3.2. 0,07 M soolhappe lahus

3.3. 0,5 M soolhappe lahus

3.4. Kaaliumkloriidi lahus, 80 g/lI: lahustada 16 g kaaliumkloriidi 200 ml 0,07 M soolhappes (3.2)
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3.5. Baariumi standardlahused:

3.5.1. Baariumi pdhistandardlahus, 1000 pg/ml 0,5 M lammastikhappe lahuses («SpectrosoL» voi samavédrne)
3.5.2. Baariumi standardlahus, 200 pg/ml: pipeteerida 20,0 ml pShistandardi lahust (3.5.1) 100-ml mdétekolbi.
Taiita kolb margini 0,07 M soolhappe lahusega (3.2.2) ja segada.

4. Aparatuur

4.1. Standardne labori sisseseade

4.2. pH-meeter, tdpsusega — 0,02 iihikut

4.3. Loksuti

4.4. Membraanfilter, 0,45 pm

4.5. Aatomiabsorptsioonspektrofotomeeter, milles on baariumi katoodlamp
5. Analiiiisi kaik

5.1. Proovi ettevalmistamine

5.1.1. Kaaluda tapsusega 1 mg ligikaudu 0,5 g (m grammi) pigmenti 200-ml koonilisse kolbi.

5.1.2. Pipeteerida 1,0 ml etanooli (3.1) ja pddrata kolbi nii, et kogu pigment mérguks. Lisada biiretist tépne
kogus 0,07 M soolhapet (tipselt 50 ml hapet 1 grammi pigmendi kohta). Kogu lahuse maht (koos etanooliga) on
V ml. Loksutada kolbi viis sekundit, et kogu sisu oleks hésti segunenud.

5.1.3. Moota suspensiooni pH ja kui see on kdrgem kui 1,5, lisada tilgakaupa 0,5 M soolhapet, kuni pH on 1,4—
L,5.

5.1.4. Sulgeda kolb ja panna ta kohe 60 minutiks loksutile (4.3). Loksuti peab to6tama nii kiires tempos, et
tekiks vaht. Kolvi sisu filtreerida 14bi membraanfiltri (4.4). Lahust ei tohi enne filtreerimist tsentrifuugida.
Pipeteerida 5,0 ml filtraati 50-ml modtekolbi ja tédita kolb méargini 0,07 M soolhappega (3.2), segada. Seda lahust
kasutatakse ka strontsiumi méaramiseks.

5.1.5. Pipeteerida 100-ml modtekolbi 5,0 ml kaaliumkloriidi lahust (3.4) ja selline kogus (W, ml) lahjendatud
filtraati (5.1.4), et parast mdotekolvi tditmist oleks baariumi kontsentratsioon 3— 10 pg/ml (eelkatseks peaks
piisama 10 ml). Téita kolb mérgini 0,07 M soolhappega (3.2), segada.

5.1.6. Baariumi kontsentratsioon lahuses (5.1.5) tuleb méaérata aatomiabsorptsioonspektromeetriliselt samal
paeval.

5.2. Aatomiabsorptsioonspektromeetria tingimused:

leek —lammastikoksiid/atsetiileen;

lainepikkus —553,3 nm;

kasutada fooniparandust;

parima tundlikkuse saavutamiseks on vaja optimeerida leegi kdrgus ja gaaside suhted.

5.3. Kalibreerimisgraafik

5.3.1. Pipeteerida viide 100-ml m&otekolbi 1,0; 2,0; 3,0; 4,0 ja 5,0 ml baariumi standardlahust (3.3). Igasse
kolbi pipeteerida 5,0 ml kaaliumkloriidi lahust (3.4). K&ik kolvid tdita 0,07 M soolhappe lahusega (3.2) mérgini,
segada. Need lahused sisaldavad vastavalt 2,0; 4,0; 6,0; 8,0 ja 10,0 pg/ml baariumi.

Analoogselt valmistada pimelahus (reaktiivide kontroll-lahus), kuhu baariumi standardlahust ei lisata.

5.3.2. Moota pimelahuse (5.3) absorptsioon. Saadud véartus lahutada standardlahuste (5.3.1) absorptsioonidest.
Madota iga standardlahuse (5.3.1) absorptsioon ja joonistada kalibreerimisgraafik baariumi kontsentratsioonide ja
neile vastavate absorptsioonide alusel.

5.4. Méadramine

Moota katselahuse (5.1.5) absorptsioon. Kalibreerimisgraafikult leida sellele vastav baariumi kontsentratsioon
proovilahuses.

6. Arvutused

Lahustuva baariumi sisaldus P (massiprotsendina) arvutada jairgmise valemi jargi:
P=cx V/10 Wgax m, kus:

m —prooviks voetud katsekogus (5.1.1), g;

¢ —kalibreerimisgraafiku jargi leitud baariumi sisaldus proovilahuses (5.1.3), pg/ml;
V —lahuse 5.1.2 kogumaht, ml;

Wpaa—punktis 5.1.5 pipeteeritud lahuse maht, ml.

7. Korratavus
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2%-lise lahustuva baariumi sisalduse puhul ei tohi samast proovist tehtud kahe paralleelméaramise tulemuste
vahe tletada 0,2%.

8. Miirkused

8.1. Teatud tingimustel voib kaltsiumi sisaldus mdjutada baariumi absorptsiooni, ndidates seda tegelikust
suuremana. Kaltsiumi mdju saab kdrvaldada, lisades magneesiumi 5 g/l (vt «Magnesium as modifier for the
determination of barium by flame atomic emission spectrometry». Jerrow, M et al. Analytical Proceedings,
1991,28,40).

8.2. Alternatiivse meetodina voib kasutada aatomiemissioonspektromeetriat.
B. LAHUSTUVA STRONTSIUMI MAARAMINE
1. Kasutusala

Kaéesolev meetod kirjeldab vaba strontsiumi ekstraheerimist ja mdaramist pigmentides, kuhu seda on lisatud
soolade voi lake na.

2. Meetodi p6himate

Pigment ekstraheeritakse 0,07 M soolhappega meetodis kirjeldatud tingimustel ja ektraheerunud strontsium
méératakse kvantitatiivselt aatomiabsorptsioonspektromeetriliselt.

3. Reaktiivid

Koik reaktiivid peavad olema analiiiitiliselt puhtad.

3.1. Absoluutne alkohol

3.2. 0,07 M soolhappe lahus

3.3. Kaaliumkloriidi lahus, 80 g/l: lahustada 16 g kaaliumkloriidi 200 ml 0,07 M soolhappes (3.2)

3.4. Strontsiumi standardlahused:

3.4.1. Strontsiumi pohistandardlahus, 1000 pg/ml 0,5 M lammastikhappes («SpectrosoL» v0i samavéarne).
3.4.2. Strontsiumi standardlahus, 100 pg/ml: pipeteerida 10,0 ml pohistandardlahust (3.4.1) 100-ml mddtekolbi.
Taiita kolb 0,07 M soolhappega (3.2) mérgini, segada.

4. Aparatuur

4.1. Standardne labori sisseseade

4.2. Membraanfilter, 0,45 pm

4.3. Aatomiabsorptsioonspektrofotomeeter, milles on strontsiumi katoodlamp.
5. Analiiiisi kaik

5.1. Kasutada vaba strontsiumi médramiseks baariumi médramiseks saadud lahust (5.1.4).

5.1.1. Pipeteerida 100-ml moStekolbi 5,0 ml kaaliumkloriidi lahust (3.3) ja selline kogus lahjendatud filtraati
(Wgy), et parast modtekolvi tditmist oleks strontsiumi kontsentratsioon 2— 5 pg/ml (eelkatseks peaks piisama

25 ml). Tdita kolb 0,07 M soolhappega (3.2) mérgini, segada.

5.1.2. Strontsiumi kontsentratsioon lahuses (5.1.1) médérata aatomiabsorptsioonspektromeetriliselt samal paeval.

5.2. Aatomiabsorptsioonspektromeetria tingimused:

leek —lammastikoksiid/atsetiileen;

lainepikkus —460,7 nm,;

fooniparandust ei kasutata;

parima tundlikkuse saavutamiseks on vaja optimeerida leegi kdrgus ja gaaside suhted.

5.3. Kalibreerimisgraafik

5.3.1. Pipeteerida viide 100-ml mdotekolbi 1,0; 2,0; 3,0; 4,0 ja 5,0 ml strontsiumi standardlahust (3.4.2). Igasse
kolbi pipeteerida 5,0 ml kaaliumkloriidi lahust (3.3). K&ik kolvid tdita 0,07 M soolhappe lahusega (3.2) mérgini,
segada. Need lahused sisaldavad vastavalt 1,0; 2,0; 3,0; 4,0 ja 5,0 ug/ml strontsiumi.

Analoogselt valmistada pimelahus (reaktiivide kontroll-lahus), kuhu strontsiumi standardlahust ei lisata.

5.3.2. Moota pimelahuse (5.3.1) absorptsioon. Saadud véértus lahutada standardlahuste (5.3.1)
absorptsioonidest. MdGta iga standardlahuse (5.3.1) absorptsioon ja joonistada kalibreerimisgraafik strontsiumi
kontsentratsioonide ja neile vastavate absorptsioonide alusel.

5.4. Méadramine
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Moota katselahuse (5.1.5) neelduvus. Kalibreerimisgraafikult leida sellele vastav strontsiumi kontsentratsioon
proovilahuses.

6. Arvutused

Lahustuva strontsiumi sisaldus P (massiprotsendina) arvutada jargmise valemi jargi:
P=cxV/10 Wgx m, kus:

m —prooviks voetud katsekogus (A 5.1.1), g;

¢ —kalibreerimisgraafikult leitud baariumi sisaldus proovilahuses (5.1.1), ug/ml;

V —lahuse (A 5.1.2) kogumaht, ml;

Wsepunktis (5.1.1) pipeteeritud lahuse maht, ml.

7. Korratavus

0,6%-lise lahustuva strontsiumi sisalduse puhul ei tohi samast proovist tehtud kahe paralleelméaramise
tulemuste vahe tiletada 0,09%.

8. Miirkus
Alternatiivse meetodina voib kasutada aatomiemissioonspektromeetriat.

* Kdesolevas lisas on siilitatud Euroopa Uhenduste Komisjoni direktiivi 93/73/EMU lisa iilesehitust ja
numeratsiooni.

Lisa 34
sotsiaalministri
23. detsembri 1999. a
mééruse nr 91 juurde
BENSUULALKOHOLI IDENTIFITSEERIMINE JA MAARAMINE KOSMEETIKATOODETES*
[RTL 2002, 54, 791 — jdust. 06.05.2002]
A. IDENTIFITSEERIMINE
1. Kasutusala
Kéesolev meetod kirjeldab bensiiiilalkoholi identifitseerimist kosmeetikatoodetes.
[RTL 2002, 54, 791 — jdust. 06.05.2002]
2. Meetodi pohimote
Bensiiiilalkohol identifitseeritakse dhekihikromatograafia (OKK) abil silikageelplaadil.
3. Reaktiivid
Koik reaktiivid peavad olema analiiiitiliselt puhtad.
3.1. Bensiiiilalkohol
3.2. Kloroform
3.3. Absoluutne etanool
3.4. n-pentaan

3.5. Elueerimislahus: dietiiiileeter

3.6. Bensiiiilalkoholi standardlahus: kaaluda 0,1 g bensiiiilalkoholi (3.1) tdpsusega 0,1 mg 100-ml mdotekolbi,
taita kolb etanooliga (3.3) mérgini ja segada.

3.7. OKK-plaadid, klaasist, 100 —200 mm, kaetud 0,25 mm paksuse silikageel 60 F,s4kihiga.
3.8. Ilmuti: 12-molibdeenfosforhape, 100 g/l etanoolis.

4. Aparatuur
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4.1. Tavalised OKK vahendid
4.2. Kromatograafiatank, kaksiksiivendiga kamber iildm&otudega 80 mm —230 mm —240 mm
4.3. Kromatograafiapaber: Whatman v3i samavéérne
4.4. UV-lamp, lainepikkus 254 nm
5. Analiiiisi kiik
5.1. Proovi ettevalmistamine
Kaaluda 1,0 g analiiiisitavat toodet 10-ml mddtekolbi. Lisada 3 ml kloroformi (3.2) ja loksutada tugevasti, kuni
toode on dispergeeritud. Téita kolb etanooliga (3.3.3) mérgini ja loksutada tugevasti, etsaadalébipaistev voi
peaaegu labipaistev lahus.
5.2. Ohekihikromatograafia
5.2.1. Kiillastada kromatograafiatank (4.2) n-pentaaniga (3.4) jargmiselt: kambri tagasein katta
kromatograafiapaberiga (4.3) ja veenduda, etpaberialumine &ér on siivendis. Valada 25 ml n-pentaani médda
paberit (3.4) tagumisse siivendisse, sulgeda kamber kaanega ja jétta 15 minutiks seisma.
5.2.2. Kanda 10 pl proovilahust (5.1) ja 10 pul bensiiiilalkoholi standardlahust (3.6) plaadi (3.7) stardijoonele.
Kuivatada.
5.2.3. Pipeteerida 10 ml dietiiiileetrit (3.5) tanki eesmisesse siivendisse ja vahetult pérast seda asetada plaat
(5.2.2) samasse siivendisse. Sulgeda tank kaanega ja elueerida, kuni eetri front on tdusnud 150 mm-ni. Vtta
plaat tankist vélja ja kuivatada toatemperatuuril.
5.2.4. Vaadelda plaati (5.2.3) UV-valguses ja tommata pliiatsiga violetsetele laikudele ring timber. Pritsida plaati
ilmutiga (3.8) ja kuumutada plaati 120 °C juures umbes 15 minutit. Bensiiiilalkohol ilmub tumesinise laiguna.
5.2.5. Leida bensiiiilalkoholi standardlahuse Rf. Samasuguse Rf-ga tumesiniste laikude olemasolu viitab
bensiitilalkoholi olemasolule analiitisitud lahuses.
Avastamispiir: 0,1 pg benstiilalkoholi.

B. MAARAMINE
1. Kasutusala
Kiesolev meetod kirjeldab bensiiiilalkoholi mi4ramist kosmeetikatoodetes.
[RTL 2002, 54, 791 — jdust. 06.05.2002]
2. Definitsioon
Kiesoleva meetodi jargi méadratud bensiiiilalkoholi sisaldus tootes viljendatakse massiprotsendina.

3. Meetodi pohimaote

Proov ekstraheeritakse metanooliga ja bensiitilalkoholi sisaldus ekstraktis méaratakse korgefektiivse
vedelikkromatograafia (HPLC) abil.

4. Reaktiivid

Koik reaktiivid peavad olema analiiiitiliselt puhtad ja vajadusel HPLC grade.
4.1. Metanool

4.2. 4-etoksiifenool

4.3. Bensiiiilalkohol

4.4. Liikuv faas: metanool (4.1), vesi (mahulises vahekorras 45:55)

4.5. Bensiiiilalkoholi pdhilahus: kaaluda tépne kogus (ligikaudu 0,1 g) bensiiiilalkoholi (4.3) 100-ml mddtekolbi.
Taita kolb metanooliga (4.1) mérgini ja segada.

4.6. Sisestandardi pohilahus: kaaluda tépne kogus (ligikaudu 0,1 g) 4-etoksiifenooli (4.2) 100-ml mddtekolbi.
Taita kolb metanooliga (4.1) mérgini ja segada.

4.7. Standardlahused: pipeteerida 25-ml mdotekolbidesse benstiiilalkoholi pdhilahust (4.5) ja sisestandardi
pohilahust (4.6), nagu on antud alljargnevas tabelis. Téita kolvid metanooliga (4.1) mérgini ja segada.

Standardlahus Bensiiiilalkoholi kontsentratsioon 4-etoksiifenooli kontsentratsioon
Kogus, ml (4.5) pg/ml* Kogus, ml (4.6) pg/ml*
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I 0,5 20 2,0 80

II 1,0 40 2,0 80
I 2,0 80 2,0 80
v 3,0 120 2,0 80
v 5,0 200 2,0 80

* Need vairtused on antud néiteks ja toodud kontsentratsioonid vastavad standardlahustele, mis sisaldasid
tépselt 1 g/l bensiiiilalkoholi v&i 1 g/l 4-etoksiifenooli.

5. Aparatuur

5.1. Standardne labori sisseseade

5.2. Korgefektiivne vedelikkromatograaf UV-detektoriga ja 10-pl sissesiistimissilmusega

5.3. Analiiiitiline kolonn: 250 mm —4,6 mm, tiidis Spherisorb ODS, Spm vdi midagi samavaarset
5.4. Veevann

5.5. Ultrahelivann

5.6. Tsentrifuug

5.7. Tsentrifuugiklaasid, 15 ml

6. Analiiiisi kaik

6.1. Proovi ettevalmistamine

6.1.1. Kaaluda tapsusega 0,1 mg ligikaudu 0,1 g proovi (m grammi) tsentrifuugiklaasi (5.7) ja lisada 5 ml
metanooli (4.1).

6.1.2. Kuumutada kiimme minutit veevannil (5.4) 50 °C juures. Panna tsentrifuugiklaas (5.7) ultrahelivanni (5.5)
ja dispergeerida proov tdielikult.

6.1.3. Jahutada, tsentrifuugida kiirusega 3500 pddret minutis viis minutit.

6.1.4. Viia supernatant 25-ml mdotekolbi.

6.1.5. Korrata ekstraheerimist 5 ml metanooliga (4.1) ja ihendada ekstraktid 25-ml mootekolvis (6.1.4).

6.1.6. Pipeteerida 2,0 ml sisestandardi pShilahust (4.6) 25-ml mddtekolbi (6.1.4). Téita kolb metanooliga (4.1)
margini ja segada. Seda lahust kasutada punktis 6.4 kirjeldatud méaramiseks.

6.2. Kromatograafia
6.2.1. Tavalisel viisil valmistada HPLC -aparatuur (5.2) tooks ette. Liikuva faasi voolukiirus: 2,0 ml/min.
6.2.2. UV-detektori lainepikkus: 210 nm.

6.3. Kalibreerimine

6.3.1. Siistida 10 pl igat bensiiiilalkoholi standardlahust (4.7) kromatograafi ja moota bensiiiilalkoholi ja 4-
etoksiifenooli piikide pindalad.

6.3.2. Iga bensiiiilalkoholi standardlahuse (4.7) jaoks leida benstiiilalkoholi piigi ja 4-etoksiifenooli piigi
pindalade suhe. Joonistada kalibreerimisgraafik, kandes ordinaatteljele leitud piikide pindalade suhted ja
abstsissteljele nendele vastavad bensiiiilalkoholi kontsentratsioonid (pg/ml).

6.4. Miairamine

6.4.1. Siistida 10 pl proovilahust (6.1.6) kromatograafi ja mdota bensiiiilalkoholi ja 4-etoksiifenooli piikide
pindalad. Leida bensiiiilalkoholi ja 4-etoksiifenooli piikide pindalade suhe. Korrata mééramist, kuni saadakse
plsivad véartused.

6.4.2. Kalibreerimisgraafikult (6.3.2) leida bensiiiilalkoholi ja 4-etoksiifenooli piikide pindalade suhtele vastav
bensiiiilalkoholi kontsentratsioon.

7. Arvutused

Bensiiiilalkoholi sisaldus proovis P (massiprotsendina) arvutada jargmise valemi jargi:

P=c¢/400 x m, kus:

m —analiiiisiks voetud proovi mass (6.1.1), g;

¢ —kalibreerimisgraafikult leitud bensiiiilalkoholi kontsentratsioon proovilahuses (6.1.6), pg/ml.

8. Korratavus

1%-lise bensiiiilalkoholi sisalduse puhul ei tohi samast proovist tehtud kahe paralleelméiramise tulemuste vahe
iiletada 0,10%.
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* Kiesolevas lisas on siilitatud Euroopa Uhenduste Komisjoni direktiivi 93/73/EMU lisa iilesehitust ja
numeratsiooni.

Lisa 35
sotsiaalministri
23. detsembri 1999. a
maidruse nr 91 juurde

TSIRKOONIUMI IDENTIFITSEERIMINE JA TSIRKOONIUMI, ALUMIINIUMI
JA KLOORI MAARAMINE MITTEAEROSOOLSETES ANTIPERSPIRANTIDES*

Meetod koosneb viiest etapist:
A. Tsirkooniumi identifitseerimine
B. Tsirkooniumi médramine
C. Alumiiniumi méiramine
D. Kloori méddramine
E. Alumiiniumiaatomite ja tsirkooniumiaatomite suhte ning alumiiniumiaatomite ja tsirkooniumiaatomite
summa ja klooriaatomite suhte leidmine.
A. TSIRKOONIUMI IDENTIFITSEERIMINE
1. Kasutusala
Kéesolev meetod kirjeldab tsirkooniumi identifitseerimist mitteaerosoolsetes higistamisvastastes
kosmeetikatoodetes. See meetod ei sobi alumiiniumtsirkooniumkloriidhiidroksiidikompleksi [AlyZr (OH),Cl,~
nH,0] identifitseerimiseks.
[RTL 2002, 54, 791 — jdust. 06.05.2002]
2. Meetodi pohimote

Tsirkoonium identifitseeritakse iseloomuliku punakasvioletse sademe jargi, mis tekib reageerimisel S-
alisariinpunasega tugevalt happelises keskkonnas.

3. Reaktiivid

Kbik reaktiivid peavad olema analiiiitiliselt puhtad.

3.1. Kontsentreeritud soolhape, dyo= 1,18 g/l

3.2. S-alisariinpunase (CI 58005) lahus: naatriumalisariinsulfonaadi vesilahus, 20 g/I.

4. Aparatuur

Standardne labori sisseseade

5. Analiiiisi kiiik

5.1. Kaaluda umbes 1 g proovi katseklaasi ja lisada 2 ml vett. Katseklaas sulgeda ja loksutada.

5.2. Lisada kolm tilka S-alisariinpunase lahust (3.2) ja pérast seda 2 ml kontsentreeritud soolhapet (3.1).
Katseklaas sulgeda ja loksutada.

5.3. Katseklaas jitta umbes kaheks minutiks seisma.

5.4. Tsirkooniumi sisaldust proovis tdestavad punakasvioletseks vdrvunud supernatant ja sade.
B. TSIRKOONIUMI MAARAMINE

1. Kasutusala

Kiesolev meetod voimaldab méirata tsirkooniumi alumiiniumtsirkooniumkloriidhiidroksiidkompleksis, kui
tsirkooniumi kontsentratsioon mitteaerosoolses antiperspirandis ei iileta 7,5%.

2. Meetodi pohimote

Tsirkoonium ekstraheeritakse tootest happelises keskkonnas ja médratakse
aatomiabsorptsioonspektromeetriliselt.

3. Reaktiivid

Koik reaktiivid peavad olema analiiiitiliselt puhtad.
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3.1. Kontsentreeritud soolhape, dyo= 1,18 g/l

3.2. 10% (v/v) soolhappe lahus: keeduklaasis olevale 500 ml veele lisada pidevalt segades 100 ml
kontsentreeritud soolhapet (3.1). Viia lahus 1-1 mddtekolbi ja téita kolb veega mérgini.

3.3. Tsirkooniumi pShistandardlahus: 1000 pl/ml 0,5 M ldmmastikhappes («SpectrosoL» voi midagi
samavaarset).

3.4. Alumiiniumkloriidi [ALCls— 6H,O] lahus: lahustada 22,6 g alumiiniumkloriidheksahiidraati 250 ml 10% (v/
v) soolhappes (3.2).

3.5. Ammoniumkloriidi lahus: lahustada 5,0 g ammooniumkloriid 250 ml 10% soolhappes (3.2).
4. Aparatuur

4.1. Standardne labori sisseseade

4.2. Kuumutiga magnetsegaja

4.3. Filterpaber (Whatman No 41 vdi samavairne)

4.4. Aatomiabsorptsioonspektrofotomeeter tsirkooniumkatoodlambiga.

5. Analiiiisi kiik

5.1. Proovi ettevalmistamine

5.1.1. Kaaluda tépusega 0,1 mg ligikaudu 1,0 g homogeenset proovi (m grammi) 150-ml keeduklaasi. Lisada

40 ml vett ja 10 ml kontsentreeritud soolhapet (3.1).

5.1.2. Asetada keeduklaas magnetsegajale (4.2), kuumutada segades kuni keemiseni. Et véltida vee kiiret
aurustumist, katta keeduklaas uuriklaasiga. Keeta viis minutit, jahutada keeduklaas toatemperatuurini.

5.1.3. Keeduklaasi sisu filtreerida 14bi paberfiltri (4.3) 100-ml mdotekolbi. Loputada keeduklaasi kaks korda

10 ml veega, loputusveed filtreerida mdotekolbi. Téita kolb veega mirgini ja segada. Seda lahust kasutatakse ka
alumiiniumi médramiseks.

5.1.4. Pipeteerida 50-ml mdotekolbi 5,00 ml alumiiniumkloriidi lahust (3.4) ja 5,00 ml ammoniumkloriidi lahust
(3.5). Taita kolb 10% soolhappe lahusega (3.2) mérgini ja segada.

5.2. Aatomiabsorptsioonspektromeetria tingimused:

leek —lammastikoksiid/atsetiileen;

lainepikkus —360,1 nm;

fooniparandust ei kasutata;

parima tundlikkuse saavutamiseks on vaja optimeerida leegi kdrgus ja gaaside suhted.

5.3. Kalibreerimine

5.3.1. Pipeteerida viide 50-ml mo&tekolbi 5,00; 10,00; 15,00; 20,00 ja 25,00 ml tsirkooniumi standardlahust
(3.3). Igasse kolbi pipeteerida 5,0 ml alumiiniumkloriidi lahust (3.4) ja 5,00 ml ammooniumkloriidi lahust (3.5).
Koik kolvid tdita 10% soolhappe lahusega (3.2) mérgini, segada. Need lahused sisaldavad vastavalt 100; 200;
300; 400 ja 500 pg/ml tsirkooniumi.

Analoogselt valmistada pimelahus (reaktiivide kontroll-lahus), kuhu tsirkooniumi standardlahust ei lisata.

5.3.2. Moota pimelahuse (5.3.1) absorptsioon. Saadud vééartus lahutada standardlahuste (5.3.1)
absorptsioonidest. Mddta iga tsirkooniumi standardlahuse (5.3.1) absorptsioon ja joonistada kalibreerimisgraafik
tsirkooniumi kontsentratsioonide ja neile vastavate absorptsioonide alusel.

5.4. Méiramine

Moota katselahuse (5.1.4) absorptsioon. Kalibreerimisgraafikult leida sellele vastav tsirkooniumi
kontsentratsioon proovilahuses.

6. Arvutused

Tsirkooniumi sisaldus proovis Pz (massiprotsendina) arvutatakse jairgmise valemi jérgi:
Pz=c /40 x m, kus:

m —prooviks voetud katsekogus (5.1.1), g;

¢ —kalibreerimisgraafikult leitud tsirkooniumi sisaldus proovilahuses (5.1.3), ug/ml.

7. Korratavus
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3%-lise tsirkooniumi sisalduse puhul ei tohi samast proovist tehtud kahe paralleelméaramise tulemuste vahe
iiletada 0,1%.

8. Miirkus
Alternatiivse meetodina vOib kasutada aatomiemissioonspektromeetriat.

C. ALUMIINIUMI MAARAMINE
1. Kasutusala

Kiesolev meetod vGimaldab méirata alumiiniumi alumiiniumtsirkooniumkloriidhiidroksiidkompleksis, juhul
kui alumiiniumi kontsentratsioon mitteaerosoolses antiperspirandis ei iileta 12%.

2. Meetodi pohimote

Alumiinium ekstraheeritakse tootest happelises keskkonnas ja méératakse
aatomiabsorptsioonspektromeetriliselt.

3. Reaktiivid
Koik reaktiivid peavad olema analiiiitiliselt puhtad.
3.1. Kontsentreeritud soolhape, dyo= 1,18 g/l

3.2. 1% (v/v) soolhappe lahus: keeduklaasis olevale 500 ml veele lisada pidevalt segades 10 ml kontsentreeritud
soolhapet (3.1). Viia lahus 1-1 modtekolbi ja tdita kolb veega mérgini.

3.3. Alumiiniumi pohistandardlahus: 1000 pl/ml 0,5 M lammastikhappes («SpectrosoL» voi midagi
samavaarset).

3.4. Kaaliumkloriidi lahus: lahustada 10,0 g kaaliumkloriidi 250 ml 1% (v/v) soolhappes (3.2).
4. APARATUUR

4.1. Standardne labori sisseseade

4.2. Aatomiabsorptsioonspektrofotomeeter alumiiniumi katoodlambiga.

5. Analiiiisi kiik

5.1. Proovi ettevalmistamine

Alumiiniumi sisalduse méadramiseks kasutada tsirkooniumi madramiseks valmistatud lahust (B 5.1.3).
5.1.1. Pipeteerida 100-ml mddtekolbi 5,00 ml proovilahust (B 5.1.3) ja 10 ml kaaliumkloriidi lahust (3.4). Téita
kolb 1% soolhappega (3.2) mérgini ja segada.

5.2. Aatomiabsorptsioonspektromeetria tingimused:

leek —ldmmastikoksiid/atsetiileen;

lainepikkus —309,3 nm;

fooniparandust ei kasutata;

parima tundlikkuse saavutamiseks on vaja optimeerida leegi kdrgus ja gaaside suhted.

5.3. Kalibreerimine

5.3.1. Pipeteerida viide 50-ml modtekolbi 1,00; 2,00; 3,00; 4,00 ja 5,00 ml alumiiniumi standardlahust (3.3).
Igasse kolbi pipeteerida 10,0 ml kaaliumkloriidi lahust (3.4). Kdik kolvid tédita 10% soolhappega (3.2) mérgini,
segada. Need lahused sisaldavad vastavalt 10; 20; 30; 40 ja 50 pg/ml alumiinium.

Analoogselt valmistada pimelahus (reaktiivide kontroll-lahus), kuhu alumiiniumi standardlahust ei lisata.

5.3.2. Moota pimelahuse (5.3.1) absorptsioon. Saadud véirtus lahutada standardlahuste (5.3.1)
absorptsioonidest. Mddta iga alumiiniumi standardlahuse (5.3.1) absorptsioon ja joonistada kalibreerimisgraafik
alumiiniumi kontsentratsioonide ja neile vastavate absorptsioonide alusel.

5.4. Méédramine

Moota katselahuse (5.1.4) absorptsioon. Kalibreerimisgraafikult leida sellele vastav alumiiniumi
kontsentratsioon proovilahuses.

6. Arvutused
Alumiiniumi sisaldus proovis Pj(massiprotsendina) arvutada jargmise valemi jérgi:

Pa=c /5 xm,kus:
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m —prooviks voetud katsekogus (5.1.1), g;
¢ —kalibreerimisgraafikult leitud alumiiniumi sisaldus proovilahuses (5.1.3), pg/ml.

7. Korratavus

3,5%-lise alumiiniumi sisalduse puhul ei tohi samast proovist tehtud kahe paralleelmairamise tulemuste vahe
iiletada 0,10%

8. Mérkus

Alternatiivse meetodina voib kasutada aatomiemissioonspektromeetriat.
D. KLOORI MAARAMINE

1. Kasutusala

Kéesolev meetod sobib alumiiniumtsirkooniumkloriidhiidroksiidkompleksis kloriidioonina esineva kloori
médramiseks.

2. Meetodi p6himaote

Kloriidioon méératakse potentsiomeetrilise tiitrimise teel hdbenitraadi lahusega.
3. Reaktiivid

Koik reaktiivid peavad olema analiiiitiliselt puhtad.

3.1. Kontsentreeritud lammastikhape, dyo= 1,42 g/l

3.2. 5% lammastikhappe lahus: valada keeduklaasi 250 ml vett ja lisada pidevalt segades 25 ml kontsentreeritud
lammastikhapet (3.1). Viia see lahus 500-ml modtekolbi ja téita kolb veega mérgini

3.3. Atsetoon

3.4. 0,1 M hobenitraadi standardlahus («AnalaR» voi midagi samavééarset)

4. Aparatuur

4.1. Standardne labori sisseseade

4.2. Kuumutiga magnetsegisti

4.3. Hobeelektrood

4.4. Kalomelvordluselektrood

4.5. pH-meeter (millivoltmeeter) potentsiomeetriliseks tiitrimiseks

5. Analiiiisi kiik

5.1. Proovi ettevalmistamine

5.1.1. Kaaluda keeduklaasi tipsusega 0,1 mg ligikaudu 1,0 g homogeenset proovi (m grammi). Lisada 80 ml vett
ja 20 ml 5% lammastikhappe lahust (3.2).

5.1.2. Asetada keeduklaas magnetsegajale (4.2) ja kuumutada segades keemiseni. Aurustumise véltimiseks katta
keeduklaas uuriklaasiga. Keeta viis minutit, jahutada keeduklaas toatemperatuurini.

5.1.3. Lisada 10 ml atsetooni (3.3), panna lahusesse elektroodid (4.3 ja 4.4) ja alustada segamist. Tiitrida
potentsiomeetriliselt 0,1 M hobenitraadi lahusega (3.4) ja joonistada tiitrimiskover tiitrimise 16pp-punkti
leidmiseks (V ml).

6. Arvutused

Kloori sisaldus proovis P¢j(massiprotsendina) leida jargmise valemi jargi:
Pc=0,3545 x V / m, kus:

m —analiiiisiks voetud katsekogus (5.1.1), g;

V —tiitrimiseks (5.1.3) kulunud hdbenitraadi lahuse maht, ml.

7. Korratavus
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4%-lise kloori sisalduse puhul ei tohi samast proovist tehtud kahe paralleelméédramise tulemuste vahe iiletada
0,10%

E. ALUMIINIUMI- JA TSIRKOONIUMIAATOMITE SUHTE NING ALUMIINIUMI- JA
TSIRKOONIUMIAATOMITE SUMMA JA KLOORIAATOMITE SUHTE LEIDMINE

1. Alumiiniumi- ja tsirkooniumiaatomite suhte leidmine

Nimetatud suhe leida jargmise valemi jargi:
Al: Zr=Pxx 91,22 / Pzx 26,98.

2. Alumiiniumi- ja tsirkooniumiaatomite summa ja klooriaatomite suhte leidmine

Nimetatud suhe leida jargmise valemi jérgi:
(Al+Zr) : Cl = (Paj: 26,98 + Pz, 91,22) / Pcy: 35,45.

* Kiesolevas lisas on siilitatud Euroopa Uhenduste Komisjoni direktiivi 93/73/EMU lisa iilesehitust ja
numeratsiooni.

Lisa 36
sotsiaalministri
23. detsembri 1999. a
madruse nr 91 juurde

HEKSAMIDIINI, DIBROOMHEKSAMIDIINI, DIBROOMPROPAMIDIINI
JA KLOORHEKSIDIINI IDENTIFITSEERIMINE JA MAARAMINE*

1. KASUTUSALA
Kiesolev meetod kirjeldab jargmiste ihendite kvalitatiivset ja kvantitatiivset maéramist kosmeetikatoodetes:
[RTL 2002, 54, 791 — jdust. 06.05.2002]
— heksamidiin ja tema soolad, kaasa arvatud isotionaat ja 4-hiidroksiibensoaat;
— dibroomheksamidiin ja tema soolad, kaasa arvatud isotionaat;
— dibroompropamidiin ja tema soolad, kaasa arvatud isotionaat;
— kloorheksidiindiatsetaat, digliikonaat ja dihiidrikloriid.
2. NAITAJA UHIK

Kéesoleva meetodiga médratud heksamidiini, dibroomheksamidiini, dibroompropamidiini ja kloorheksidiini
sisaldus tootes véljendatakse massiprotsendina.

3. MEETODI POHIMOTE

Rakendusalas loetletud ained lahutatakse vedelikkromatograafiliselt, kasutades ioonipaar-podrdfaasi kolonni ja
UV-detektorit.

Heksamidiin, dibroomheksamidiin, dibroompropamidiin ja kloorheksidiin identifitseeritakse nende
retensiooniaegade jargi.

4. REAKTIIVID
Koik reaktiivid peavad olema analiiiitiliselt puhtad ja vajadusel vastama HPLC gradeyle.
4.1. Metanool
4.2. 1-heptaansulfoonhappe naatriumisool, monohiidraat
4.3. Kontsentreeritud dadikhape, dyo= 1,05 g/ml
4.4. Naatriumkloriid
4.5. Liikuvad faasid:
4.5.1. Lahusti I: 0,005 M 1-heptaansulfoonhappe naatriumisoola (4.2) lahus metanoolis (4.1), pH reguleerida
3,5-ni kontsentreeritud dddikhappega (4.3).
4.5.2. Lahusti II: 0,005 M 1-heptaansulfoonhappe naatriumisoola (4.2) vesilahus, pH reguleerida 3,5-ni
kontsentreeritud dddikhappega (4.3).
Mirkus. Kui on vaja korrigeerida piigi kuju, siis voib liikuva faasi koostist muuta jarmiselt:

plahusti I: lahustada 5,84 g naatriumkloriidi (4.4) ja 1,1013 g 1-heptaansulfoonhappe naatriumisoola (4.2)
100 ml vees. Lisada 900 ml metanooli (4.1). pH reguleerida 3,5-ni kontsentreeritud &dddikhappega (4.3);

Leht 94 /113 Kosmeetikavahendite terviseohutuse kontrollimine


https://www.riigiteataja.ee/akt/95028

plahusti IT: lahustada 5,84 g naatriumkloriidi (4.4) ja 1,1013 g 1-heptaansulfoonhappe naatriumisoola (4.2) 11
vees, pH reguleerida 3,5-ni kontsentreeritud dadikhappega (4.3).

4.6. Heksamidiindiisotionaat [CyoH»N4O2x 2CoHgO4S]
4.7. Dibroomheksamidiindiisotionaat [CpoH»4BroN4O»x 2C,Hg04S]
4.8. Dibroompropamidiindiisotionaat [C;7Hg§BrpN4O>x 2C,HgO04S]
4.9. Kloorheksidiindiatsetaat [CyyH39CIoNgx 2C,H40;]

4.10. Standardlahused: igast neljast séilitusainest (4.6— 4.9) valmistada lahustiga I (4.5.1) lahus
kontsentratsiooniga 0,5 g/l,

4.11. 3,4,4’ -triklorokarbaniliid (triklokarbaan)

4.12. 4,4’ -dikloro-3-(trifluorometiiiil)karbaniliid (halokarbaan).
5. APARATUUR

5.1. Standardne labori sisseseade

5.2. Korgefektiivne vedelikkromatograaf UV-detektoriga

5.3. Analiiiitiline kolonn: roostevabast terasest, pikkus 30 cm, sisediameeter 4 mm, tdidis u-Bondapack Cysg,
10 pm voi midagi samavéirset.

5.4. Ultrahelivann.
6. IDENTIFITSEERIMINE
6.1. Proovi ettevalmistamine
Kaaluda ligikaudu 0,5 g proovi 10-ml mddtekolbi, tdita kolb lahustiga I (4.5.1) margini. Asetada kolb kiimneks
minutiks ultrahelivanni (5.4). Lahus filtreerida voi tsentrifuugida. Saadud supernatanti voi filtraati kasutatakse

kromatografeerimiseks.

6.2. Kromatograafia
6.2.1. Liikuva faasi gradiendi programm

Aeg, min Lahusti I Lahusti 1T
% vv (4.5.1) % v/v (4.5.2)
0 50 50
15 65 35
30 65 35
45 50 50

6.2.2. Liikuva faasi (6.2.1) voolukiirus on 1,5 ml/min ja kolonni temperatuur 35 °C.
6.2.3. Detektori lainepikkus: 264 nm.

6.2.4. Siistida 10 pl iga standardlahust (4.10) ja kirjutada iiles nende kromatogrammid.
6.2.5. Siistida 10 pl proovilahust (6.1) ja kirjutada tiles kromatogramm.

6.3. Identifitseerida piikide retensiooniaegade (6.2.4 ja 6.2.5) vordluse alusel, kas proovilahus sisaldab
heksamidiini, dibroomheksamidiini, dibroompropamidiini vdi kloorheksidiini.

7. MAARAMINE
7.1. Miaramine

Kasutada iihte sédilitusainetest (4.6— 4.9), mida lahuses ei leidu, sisestandardina. Kui see pole voimalik, siis v3ib
kasutada sisestandardina triklokarbaani (4.11) voi halokarbaani (4.12).

7.1.1. Votta iga punktis (6.3) kindlakstehtud siilitusaine pohistandardlahus 0,5 g/ lahustis I (4.5.1).

7.1.2. Votta sisestandardiks valitud sdilitusaine pShistandardlahus: 0,5 g/l lahustis I (4.5.1).

7.1.3. Iga identifitseeritud siilitusaine jaoks teha neli standardlahust. Selleks pipeteerida 10-ml mddtekolbidesse
identifitseeritud séilitusaine pohistandardlahust (7.1.1) ja sisestandardi pohilahust (7.1.2) vastavalt alljargnevas
tabelis toodud hulkades. Taita iga kolb lahustiga I (4.5.1) mérgini ja segada.
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Standardlahus Sisestandardi pohilahus  Identifitseeritud siilitusaine pohistandardlahus

ml (7.1.2) ml (7.1.1) pl/ml*
I 1,0 0,5 25
i 1,0 1,0 50
il 1,0 1,5 75
v 1,0 2,0 100

* Siin toodud védrtused on antud néditena ja vastavad standardlahusele, mis sisaldab tédpselt 0,5 g/1
identifitseeritud siilitusainet.

7.2. Proovi ettevalmistamine

7.2.1. Kaaluda tapsusega 0,1 mg ligikaudu 0,5 g proovi (m grammi) 10-ml md&tekolbi, lisada 1,0 ml
sisestandardi (7.1.2) ja 6 ml lahustit I (4.5.1) ja segada.

7.2.2. Asetada kolb kiimneks minutiks ultrahelivanni (5.4). Jahutada. Téita kolb mérgini lahustiga I ja
segada. Lahus filtreerida 14bi kurdfiltri voi tsentrifuugida. Saadud supernatanti voi filtraati kasutada
kromatografeerimisel.

7.3. Kromatograafia

7.3.1. Reguleerida liikuva faasi gradient, voolukiirus, kolonni temperatuur ja detektori lainepikkus vastavalt
punktides 6.2.1— 6.2.3 antud tingimustele.

7.3.2. Siistida 10 pl proovilahust (7.2.2) ja mddta piigi pindala. Korrata maaramisi, kuni saadakse
kokkulangevad tulemused. Leida identifitseeritud siilitusaine piigi pindala ja sisestandardi piigi pindalade suhe.

7.4. Kalibreerimine

7.4.1. Siistida 10 pl iga standardlahust (7.1.3) ja mdodta piikide pindalad.

7.4.2. 1ga standardlahuse jaoks leida heksamidiini, dibroomheksamidiini, dibroompropamidiini voi
kloorheksidiini piigi pindala suhe sisestandardi piigi pindalasse. Joonistada kalibreerimisgraafik, kandes
ordinaatteljele leitud suhted ja abstsissteljele neile vastava siilitusaine sisalduse standardlahuses (pg/ml).

7.4.3. Kalibreerimisgraafiku (7.4.2) jargi leida identifitseeritud séilitusaine sisaldus punktis 7.3.2 saadud piikide
pindade suhte alusel.

8. ARVUTUSED

8.1. Heksamidiini, dibroomheksamidiini, dibroompropamidiini vdi kloorheksidiini sisaldus proovis P
(massiprotsedina) leida jargmise valemi jargi:

P=c/1000 x px MW/ MW, kus:

p —katsekoguse mass (7.2.1), g;

¢ —kalibreerimisgraafiku jargi leitud sdilitusaine kontsentratsioon proovis, pg/ml;

MW, uleitud sdilitusaine pdhivormi molekulaarmass;

MW ,—vastava soola molekulaarmass (vt punkti 10).

9. KORRATAVUS

0,1%-lise heksamidiini, dibroomheksamidiini, dibroompropamidiini vdi kloorheksidiini sisalduse puhul ei tohi
samast proovist tehtud kahe paralleelmadramise tulemuste vahe iiletada 0,005.

10. MOLEKULAARMASSID

Heksamidiin CpoH6N4O7 354,45
Heksamidiini diisetionaat CpoHsN4O,—2C,HgO4S 606,72
Heksamidiini di-p-hiidroksiibensoaat CoHpN4O,—2C7HO3 630,71
Dibroomheksamidiin CpoHp4BryN4Oy 512,24
Dibroomheksamidiindiisetionaat CpoHp4BroN4O,—2C>HgO4S 764,51
Dibroompropamidiin Ci7HgBraN4O- 470,18
Dibroompropamidiindiisetionaat C17H;sBroN4O,—2CoHgO4S 722,43
Kloorheksidiin CyH30CINy g 505,45
Kloorheksidiindiatsetaat CyH30C1hN1—2C,H405 625,56
Kloorheksidiindiglﬁkonaat C22H30C12N10—2C6H1207 897,76
Kloorheksidiindihiidrokloriid CyH;30CIpN —2HCI 578,37

* Kiesolevas lisas on siilitatud Euroopa Uhenduste Komisjoni direktiivi 93/73/EMU lisa iilesehitust ja
numeratsiooni.

Lisa 37
sotsiaalministri
23. detsembri 1999. a
maééruse nr 91 juurde
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BENSOEHAPPE, 4-HUDROKSUBENSOEHAPPE, SORBIINHAPPE, SALITSUULHAPPE JA
PROPIOONHAPPE IDENTIFITSEERIMINE JA MAARAMINE KOSMEETIKATOODETES*

[RTL 2002, 54, 791 — jdust. 06.05.2002]
1. Kasutusala
Kaéesolev meetod sobib bensoehappe, 4-hiidroksiibensoehappe, sorbiinhappe, salitsiiiilhappe ja propioonhappe
identifitseerimiseks ja médramiseks kosmeetikatoodetes. Eraldi on toodud nende sidilitusainete identifitseerimis-,
propioonhappe méairamis- ja 4-hiidroksiibensoehappe, sorbiinhappe, salitsiililhappe ja bensoehappe
médramismeetodid.
[RTL 2002, 54, 791 — joust. 06.05.2002]
2. Niitaja iihik

Kéesoleva meetodi jargi maédratud bensoehappe, 4-hiidroksiibensoehappe, sorbiinhappe, salitsiiiilhappe ja
propioonhappe sisaldus tootes véljendatakse vabade hapete massiprotsendina.

A. IDENTIFITSEERIMINE
1. Meetodi pohimdte
Pirast siilitusainete happelist vdi aluselist ekstraheerimist analiiiisitakse ekstrakt Shekihikromatograafia (OKK)
abil, kasutades on-date derivatsiooni. Olenevalt saadud tulemustest viia jargnev kvantitatiivne madramine 1&bi
kas korgefektiivse vedelikkromatograafia (HPLC) vdi gaasikromatograafia (GC) abil.
2. Reaktiivid
2.1. Uldnduded
Koik reaktiivid peavad olema analiiiitiliselt puhtad. Kasutatav vesi peab olema bidestilleeritud v3i samavéérne.
2.2. Atsetoon
2.3. Dietiiiileeter
2.4. Atsetonitriil
2.5. Tolueen
2.6. n-heksaan
2.7. Vedel parafiin
2.8. 4 M soolhape
2.9. Kaaliumhiidrokiidi 4 M vesilahus
2.10. Kaltsiumkloriid, CaCl,x 2H,O
2.11. Liitiumkarbonaat, Li,CO3
2.12. 2-bromo-2’-atsetonaftoon
2.13. 4-hiidroksiibensochape
2.14. Salitstiiilhape
2.15. Bensoehape
2.16. Sorbiinhape
2.17. Propioonhape

2.18. Standardlahused: 1 g/I: valmistada viie sdilitusaine (2.1-2.17) standardlahused, lahustades vajaliku koguse
standardainet dietiiiileetris.
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2.19. Derivatiseerimisreaktiiv: 50 mg 2-bromo-2’-atsetonaftooni (2.12) lahustada 10 ml atsetonitriilis (2.4). See
lahus siilib néddal aega kiilmkapis.

2.20. Kataliisaatori lahus: 3 g/1: lahustada 300 mg liitiumkarbonaati (2.11) 100 ml vees. Kasutada
virskeltvalmistatud lahust.

2.21. Eluent: tolueen (2.5), atsetoon (2.2) (mahulises vahekorras 20:0,5).
2.22. Vedel parafiin (2.7), n-heksaan (2.6) (mahulises vahekorras 1:2).
3. Aparatuur

Standardne labori sisseseade

3.1. Veevann, 60 °C

3.2. Kromatograafiatank

3.3. UV-lamp lainepikkusega 254 ja 366 nm

3.4. OKK-plaadid, Kieselgel 60 fluorestsentsindikaatorita, 20— 20 cm, kihi paksus 0,25 mm,
kontsentreerimistsooniga 2,5 x 20 cm (Merck 11845 v4i samavédrne)

3.5. Mikrosiistal, 10 pl

3.6. Mikrosiistal, 25 pl

3.7. Kuivatusahi, 105 °C

3.8. Keeratavate korkidega 50-ml klaasist katseklaasid

3.9. Filterpaber, diameeter 90 mm, Schleicher and Schull, Weissband No 5892 v4i samavédrne

3.10. Universaalne indikaatorpaber, pH 1- 11

3.11. 5-ml klaaspudelid

3.12. Rotatsioonauruti

3.13. Pliit

4. Analiiiisi kiik

4.1. Proovi ettevalmistamine

Kaaluda umbes 1 g proovi 50-ml katseklaasi (3.8). Lisada neli tilka 4 M soolhapet (2.8) ja 40 ml atsetooni
(2.2). Tugevalt aluseliste toodete nagu tualettseep korral lisada 20 tilka 4 M soolhapet (2.8). Kontrollida
indikaatorpaberiga (3.10), et pH oleks ligikaudu 2. Sulgeda katseklaas ja loksutada tugevasti iiks minut.

Siilitusaine atsetooni ektraheerumise kergendamiseks voib vajaduse korral katseklaasi sisu proovi sulatamiseks
kergelt soojendada umbes 60 °C juures.

Jahutada lahus toatemperatuurini ja filtreerida 14bi paberfiltri (3.9) koonilisse kolbi.

Valada 20 ml filtraati 200-ml koonilisse kolbi, lisada 20 ml vett ja segada. 4 M kaaliumhiidroksiidiga (2.9) viia
segu pH ligikaudu 10-ni indikaatorpaberi (3.10) jargi.

Lisada 1 g kaltsiumkloriidi (2.10) ja loksutada tugevasti. Filtreerida ldbi paberfiltri (3.9) 250-ml jaotuslehtrisse,
milles on 75 ml dietiiiileetrit ja loksutada tugevasti iiks minut. Lasta vedelikel kihistuda ja eraldada vee

kiht 250-ml koonilisse kolbi, eetrikiht visata dra. 4 M soolhappega (2.8) viia vesilahuse pH ligikaudu 2-ni
indikaatorpaberi (3.10) jérgi. Lisada 10 ml dietiiiileetrit (2.3), sulgeda kolb ja loksutada tugevasti iiks minut,
lasta vedelikel kihistuda ja viia eetrikiht rotaatoraurutisse (3.12). Veekiht visata minema.

Aurutada eetrikiht peaaegu kuivaks ja lahustada jadk 1 ml dietiiiileetris (2.3). Kanda lahus iile klaaspudelisse
3.11).

4.2. Ohekihikromatograafia
Iga kromatografeeritava standardi ja proovi kohta votta ligikaudu 3 pl liitiumkarbonaadi lahust (2.20) ja kanda

see mikrosiistlaga (3.5) vordsete vahedega OKK-plaadi kontsentratsioonitsooni stardijoonele. Kuivatada kiilma
ohu joaga.
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Panna OKK-plaat 40 °C-ni soojendatud pliidile (3.13), et hoida laigud nii viikesed kui vdimalik. Mikrosiistlaga
(3.5.) kanda 10 pl iga standardilahust (2.18.) ja proovilahust (4.1) plaadi stardijoonele, tépselt samale kohale,
kuhu oli kantud liitiumkarbonaadi lahus.

Lopuks kanda tépselt samale kohale, kuhu on eelnevalt kantud standardi- voi proovilahused ja liititumkarbonaadi
lahus, 15 ul derivatiseerimisreaktiivi (2.19).

Kuumutada OKK-plaati ahjus (3.7) 80 °C juures 45 minutit. Jahutada ja elueerida plaat kromatograafiatankis
(3.2), mida on eelnevalt eluendi (2.21) aurudega 15 minutit kiillastatud (filterpaberi vooderduseta). Lasta eluendi
frondil tousta 15 cm korgusele (selleks kulub umbes 80 minutit).

Jahutada plaat kiilma Shu vooluga ja vaadelda laike UV-valguses (3.3). Selleks et tugevdada norkade laikude
fluorestseerumist, vOib plaadid kasta vedelasse parafiini-heksaani segusse (2.2).

5. Identifitseerimine

Leida iga laigu Rf. Vorrelda standardlahuste ja proovilahuse laikude kéitumist UV-valguses ja nende Rf
vaartusi. Teha esialgne jareldus tootes oleva sédilitusaine kohta. Edasi méérata séilitusaine sisaldus kas
vedelikkromatograafiliselt, nagu on kirjeldatud B vdi C osas toodud gaasikromatograafilise meetodi abil
(propioonhappe korral).

Loplik otsus siilitusaine ja tema sisalduse kohta tootes tehakse nii OKK kui HPLC (vdi GC) saadud tulemuste
pohjal.

B. BENSOEHAPPE, 4-HUDROKSUBENSOEHAPPE,
SORBIINHAPPE JA SALITSUULHAPPE MAARAMINE

1. Meetodi pohimdte

Pérast hapustamist ekstraheerida proovi etanooli ja vee seguga. Séilitusaine sisaldus filtraadis méérata
korgefektiivse vedelikkromatograafia (HPLC) abil.

2. Reaktiivid

2.1. Koik reaktiivid peavad olema analiiiitiliselt puhtad ja vastama vajadusel HPLC grade’le. Vesi peab olema
bidestilleeritud vdi vdhemalt samavéérne.

2.2. 96% etanool

2.3. 4-hiidroksiibensoehape

2.4. Salitsiiiilhape

2.5. Bensoehape

2.6. Sorbiinhape

2.7. Naatriumatsetaat, CH3COONa x 3H,0

2.8. Aadikhape, d*°4= 1,05 g/ ml

2.9. Atsetonitriil

2.10. 0,2 M vaévelhappe vesilahus

2.11. 0,2 M kaaliumhiidroksiidi vesilahus

2.12. 2-metoksiibensoehape

2.13. Etanooli segu veega: 9 osa etanooli (2.2) segada 1 osa veega (2.1)

2.14. Sisestandardi lahus:

Valmistada tdpselt kaalutud 2-metoksiibensoehappest (2.12) lahus, mis sisaldab umbes 2 g/I 2-

metoksiibensoehapet (2.12) etanooli-vee segus (2.13).

2.15. HPLC liikuv faas
2.15.1. Atsetaatpuhver: 1 1 veele lisada 6,35 g naatriumatsetaati (2.7) ja 20,0 ml dadikhapet (2.8), segada.
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2.15.2. Valmistada liikuv faas, segades 9 osa atsetaatpuhvrit (2.15.1) ja 1 osa atsetonitriili (2.9).

2.16. Sailitusaine pdhilahus

Kaaluda tdpsusega 0,1 mg ligikaudu 50 mg 4-hiidroksiibensoehapet (2.3), 200 mg salitsiiiilhapet (2.4), 200 mg
bensochapet (2.5) ja 50 mg sorbiinhapet (2.6) 50-ml moStekolbi ja téita kolb etanooli-vee seguga (2.13) margini.
Hoida lahust kiilmkapis. Lahust v3ib kasutada iihe nddala.

2.17. Séilitusainete standardlahused

Pipeteerida viide 20-ml mdotekolbi 8; 4; 2; 1 ja 0,5 ml pdhilahust (2.16). Igasse kolbi pipeteerida 10 ml
sisestandardi lahust (2.14) ja 0,5 ml 2 M védvelhappe lahust (2.10). Téita kolvid etanooli-vee seguga (2.13)
margini. To0ks kasutada vérskeltvalmistatud lahust.

3. Aparatuur

Standardne labori sisseseade

3.1. Veevann, 60 °C

3.2. HPLC-kromatograaf UV-detektoriga ja 10-pl sissesiistimissilmusega

3.3. Analiiitiline kolonn:
Roostevaba teras, pikkus —12,5— 25 cm, sisediameeter —4,6 mm, tdidis —Nucleosil 5 C18 vdi midagi samavéirset

3.4. Filterpaber, diameeter 90 mm, Schleicher and Schull, Weissband No 5892 v3i samavéarsed
3.5. Keeratavate korkidega 50-ml katseklaasid

3.6. 5-ml klaaspudelid

3.7. Karborundist keedukivikesed, suurusega 2— 4 mm voi samavéérsed

4. Analiiiisi kiik

4.1. Proovi ettevalmistamine
4.1.1. Proovi ettevalmistamine sisestandardi lisamiseta

Kaaluda 1 g proovi 50-ml keeratava korgiga katseklaasi (3.5). Pipeteerida katseklaasi 1 ml 2 M vaédvelhapet
(2.10) ja 40 ml etanooli-vee segu (2.13). Lisada ligikaudu 1 g keedukivikesi (3.7). Sulgeda katseklaasid ja
loksutada tugevasti vdhemalt iiks minut, kuni moodustub homogeenne suspensioon. Sdilitusainete etanooliga
ekstraheerimise holbustamiseks asetada katseklaas tépselt viieks minutiks 60 °C veevanni (3.1).

Jahutada katseklaas kohe kiilma veega ja hoida katseklaasi iiks tund 5 °C juures.

Filtreerida katseklaasi sisu 1dbi paberfiltri (3.4). Pipeteerida umbes 2 ml filtraati klaaspudelisse (3.6). Hoida
filtraati 5 °C juures ja kasutada seda HPLC-kromatograafias 24 tunni jooksul.
4.1.2. Proovi ettevalmistamine sisestandardi lisamisega

Kaaluda 50-ml keeratava korgiga katseklaasi (3.5) 1- 0,1 g proovi (a grammi) tdpsusega 1 mg. Pipeteerida
sinna 1 ml 2 M véavelhapet (2.10) ja 30 ml etanooli-vee segu (2.13). Lisada umbes 1 g keedukivikesi (3.7)
ja pipeteerida 10 ml sisestandardit (2.14). Sulgeda katseklaasid ja loksutada tugevasti vdhemalt {iks minut,
kuni moodustub homogeenne suspensioon. Sdilitusainete etanooliga ekstraheerimise hdlbustamiseks asetada
katseklaas tépselt viieks minutiks 60 °C veevanni (3.1).

Jahutada katseklaas kohe kiilma veega ja hoida katseklaasi iiks tund 5 °C juures.

Filtreerida katseklaasi sisu ldbi paberfiltri (3.4). Pipeteerida umbes 2 ml filtraati klaaspudelisse (3.6). Hoida
filtraati 5 °C juures ja kasutada seda HPLC-kromatograafias 24 tunni jooksul.

4.2. Korgefektivne vedelikkromatograafia
Liikuv faas: atsetonitriil-atsetaatpuhver (2.15)

Liikuva faasi voolukiirus: 2,0— 0,5 ml/min ja detektori lainepikkus 240 nm.
4.2.1. Kalibreerimine

Stiistida 10 pl iga standardlahust (2.17) kromatograafi (3.2). Iga lahuse kohta leida kromatogrammi jérgi uuritava
sdilitusaine piigi ja sisestandardi piigi kdrguste suhe. Joonistada kalibreerimisgraafik leitud suhte ja sellele
vastava standardlahuse kontsentratsiooni alusel. Veenduda, etsaadudséltuvus on lineaarne.

4.2.2. Méairamine
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Siistida 10 pl punkti 4.1.1 jargi saadud lahust kromatograafi (3.2). Siistida 10 pl sdilitusaine standardlahust
(2.17). Varrelda saadud kromatogramme. Juhul kui prooviekstrakti kromatogrammil ei ole piike, mille
retensiooniaeg oleks ligildhedane soovitatud sisestandardi 2-metoksiibensochappe retensiooniajaga, siis siistida
kromatograafi 10 pl proovilahust, millele on lisatud sisestandard (4.1.2).

Kui kromatogrammi jargi on néha, et lahuses (4.1.1) esineb segavaid aineid, mille retensiooniaeg on

ligilihedane 2-metoksiibensoehappe retensiooniajale, valida moni muu sisestandard. (Kui eelnevate analiiiiside

kéaigus on selgunud, et mdni séilitusainetest tootes puudub, siis voib sisestandardina kasutada seda ainet.)

Veenduda, et standardlahuse ja proovilahuse kromatogrammid vastavad jargmistele nduetele:

— piikide eraldatus ei tohi olla vdiksem kui 0,90 (vt joon 1). Kui piikide eraldatus on vdiksem ndutust, tuleb

kasutada efektiivsemat kolonni voi tuleb muuta liikuva faasi koostist, kuni noutud lahutusvdime on saavutatud.
(v.t. RTL 2000, 22, 302)

Joonis 1. Piikide eraldamine

— koikide piikide asiimmeetriafaktor Agpeab olema 0,9 ja 1,5 vahel (vt joon 2). Asiimmetriafaktori madramisel
peaks isekirjuti lindi litkumiskiirus olema véhemalt 2 cm/min;
— nulljoon peab olema piisiv.

(v.t. RTL 2000, 22, 302)
Joonis 2. Piigi asiimmeetriafaktor
5. Arvutused
Analiiiisitava siilitusaine piigi ja sisestandardi 2-metoksiibensoehappe piikide kdrguste suhte jargi leitakse

kalibreerimisgraafikult happelise sdilitusaine sisaldus proovis. Bensoehappe, 4-hiidroksiibensoehappe,
sorbiinhappe ja salitsiiiilhappe sisaldus tootes P, vdljendatuna massiprotsendina, leida jargmise valemi jargi:

P= 100x20xb/lOéxa:b/SOO)(a,kus:

a —katsekoguse (4.1.2) mass, g;

b —kalibreerimisgraafiku jargi leitud siilitusaine sisaldus proovis (4.1.2), ug/ml.
6. Korratavus

0,40%-lise 4-hiidroksiibensoehappe sisalduse puhul ei tohi samast proovist tehtud kahe paralleelmaidramise
tulemuste vahe tiletada 0,035%.

0,50%-lise bensoehappe sisalduse puhul ei tohi samast proovist tehtud kahe paralleelmédramise tulemuste vahe
iiletada 0,050%.

0,50%-lise salitstiiilhappe sisalduse puhul ei tohi samast proovist tehtud kahe paralleelméédramise tulemuste vahe
iiletada 0,045%.

0,60%-lise hiidroksiibensoehappe sisalduse puhul ei tohi samast proovist tehtud kahe paralleelmairamise
tulemuste vahe iiletada 0,035%.

7. Mérkused
7.1. Meetodi katsetused kdrvalmdjudele on ndidanud, et ekstraheerimiseks vdetava proovi koguse ja
vadvelhappe omavaheline vahekord on véga oluline ja seepirast tuleb kindlasti kinni pidada meetodis antud
selle suhte vairtustest.
7.2. Soovitatav on kasutada sobivat eelkolonni.

C. PROPIOONHAPPE MAARAMINE

1. Kasutusala

Kéesolev meetod sobib propioonhappe madramiseks kosmeetikatoodetes, juhul kui propioonhappe
kontsentratsioon tootes ei iileta 2%.

[RTL 2002, 54, 791 — jSust. 06.05.2002]
2. Niitaja iihik

Kéesoleva meetodi jargi méaédratud propioonhappe sisaldus viljendatakse tema massiprotsendina tootes.
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3. Meetodi pohimote

Tootest ekstraheeritud propioonhape méairatakse gaasikromatograafiliselt, kasutades sisestandardina 2-
metiililpropioonhapet.

4. Reaktiivid

Koik reaktiivid peavad olema analiiiitiliselt puhtad; vesi peab olema destilleeritud vdi samavéaérne.
4.1. 96% (v/v) etanool

4.2. Propioonhape

4.3. 2-metiiiilpropioonhape

4.4. Ortofosforhape, 100 g/l

4.5. Propioonhappe lahus:
Kaaluda tdpsusega 1 mg umbes | g (p grammi) propioonhapet 50-ml mdotekolbi ja tdita kolb etanooliga (4.1)
margini.

4.6. Sisestandardi lahus:
Kaaluda tapsusega 1 mg umbes 1 g (e grammi) 2-metiiiilpropioonhapet 50-ml modtekolbi ja téita kolb
etanooliga (4.1) mérgini.

5. Aparatuur

5.1. Standardne labori sisseseade

5.2. Gaasikromatograaf leekionisatsioondetektoriga

5.3. Keeratavate korkidega katseklaasid (20— 150 mm)

5.4. Veevann

5.5. 10-ml membraanfiltriga (poori 1abimdot 0,45 pm) klaassiistal.
6. Analiiiisi kaik

6.1. Proovi ettevalmistamine
6.1.1. Proovi ettevalmistamine sisestandardit kasutamata

Kaaluda katseklaasi (5.3) umbes 1 g proovi. Lisada 0,5 ml fosforhapet (4.4) ja 9,5 ml etanooli (4.1).

Sulgeda katseklaas ja loksutada tugevasti. Vajadusel kuumutada katseklaasi veevannil (5.4) 60 °C juures viis
minutit, et lipiidfaasi téielikult lahustada. Jahutada kiiresti jooksva vee all. Filtreerida analiiiisiks vajalik kogus
1abi membraanfiltri (5.5) ja kromatografeerida samal péeval.

6.1.2. Proovi ettevalmistamine sisestandardi lisamisega

Kaaluda katseklaasi (5.3) 1- 0,1 g proovi (a grammi) tédpsusega 1 mg. Lisada 0,5 ml fosforhapet (4.4), 0,50 ml
sisestandardi (4.6) ja 9 ml etanooli (4.1).

Sulgeda katseklaas ja loksutada tugevasti. Vajadusel kuumutada katseklaasi veevannil (5.4) 60 °C juures viis
minutit, et lipiidfaasi taielikult lahustada. Jahutada kiiresti jooksva vee all. Filtreerida analiiiisiks vajalik kogus
1abi membraanfiltri (5.5) ja kromatografeerida samal paeval.

6.1.3. Gaasikromatograafia tingimused

Soovitatavad tingimused:

Kolonn: roostevaba teras, pikkus —2 m, diameeter —0,3 mm, tiidis —10% SP™1000 (vdi samaviirne) + 1%
H3PO4Chromosorb WAWuL, 100— 120 mesh'i.

Temperatuurid:

aurusti —200 °C;

termostaat —120 °C;

detektor —200 °C,

kandegaasi voolukiirus —25 ml/min.

6.3. Kromatograafia
6.3.1. Kalibreerimine

Pipeteerida viide 20-ml mo&tekolbi 0,25; 0,50; 1,00; 2,00 ja 4,00 ml propioonhappe lahust (4.5). Igasse

mddtekolbi pipeteerida 1,00 ml sisestandardi lahust (4.6), tdita kolvid etanooliga (4.1) mérgini ja segada.
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Selliselt valmistatud lahused sisaldavad sisestandardina e mg/ml 2-metiiiilpropioonhapet (juhul kui e = 1000,
siis 1 mg/ml) ja p/4, p/2, p, 2p, 4p mg/ml propioonhapet (juhul kui p = 1000, siis on kontsentratsioonid vastavalt
0,25; 0,50; 1,00; 2,00 ja 4,00 mg/ml).

Stiistida 1 pl iga standardlahust kromatograafi. Joonistada kalibreerimisgraafik, kandes x-teljele propioonhappe
ja 2-metiiiilpropioonhappe masside suhte standardlahuses ja y-teljele nendele vastavate piikide pindalade suhte.

Maiéramist korrata vihemalt kolm korda ja leida keskmine piikide pindalade suhe.
6.3.2. Méddramine

Stiistida 1 pl prooviekstrakti (6.1.1) kromatograafi (3.2) ja korrata sama standardlahusega (6.3.1). Vorrelda
saadud kromatogramme. Juhul kui prooviekstrakti kromatogrammil on piik, mille retensiooniaeg on
ligilihedane 2-metiiiilpropioonhappe omale, tuleb valida uus sisestandard. Juhul kui ei ole leitud segavaid
tegureid, siistida 1 pl sisestandardiga proovilahust (6.1.2) ja mddta propioonhappe ja sisetandardi piikide
pindalad.

Maiéramist korrata vihemalt kolm korda ja leida keskmine piikide pindalade suhe.

7. Arvutused

7.1. Kalibreerimisgraafiku (6.3.1) jérgi leida masside suhe (K), mis vastab punktis (6.3.2) leitud piikide pindala
suhtele.

7.2. Leitud masside suhte alusel arvutada propioonhappe sisaldus proovis P (massiprotsendina) jirgmise valemi
jérgi:

P=Kx(0,5x100xe/50xa)=Kxe/a,kus:

K —punktis 7.1 leitud suhe;

e —sisestandardi mass (4.6), g;

a —katsekoguse mass (6.1.2), g.

Tulemus viljendada iihe kiimnendiku tdpsusega.

8. Korratavus

2%-lise propioonhappe sisalduse puhul ei tohi samast proovist tehtud kahe paralleelmééramise tulemuste vahe
iiletada 0,12%.

* Kiesolevas lisas on siilitatud Euroopa Uhenduste Komisjoni direktiivi 95/32/EMU lisa iilesehitust ja
numeratsiooni.

Lisa 38
sotsiaalministri
23. detsembri 1999. a
mééruse nr 91 juurde
. HUDROKINOONI, HUDROKINOONMONOMETUULEETRI, _ _
HUDROKINOONMONOETUULEETRI JA HUDROKINOONMONOBENSUULEETRI
IDENTIFITSEERIMINE JA MAARAMINE*
A. IDENTIFITSEERIMINE
1. Rakendusala

Kaéesolev meetod kirjeldab hiidrokinooni, hiidrokinoonmonometiiiileetri, hiidrokinoonmonoetiitileetri ja
hiidrokinoonmonobensiiiileetri identifitseerimist ja madramist nahka pleegitavates kosmeetikatoodetes.

[RTL 2002, 54, 791 — jdust. 06.05.2002]

2. Meetodi pohimote

Hiidrokinoon ja tema eetrid identifitseeritakse dhekihikromatograafia (OKK) abil.
3. Reaktiivid

Koik reaktiivid peavad olema analiiiitiliselt puhtad.

3.1. 96% (v/v) etanool
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3.2. Kloroform

3.3. Dietiilileeter

3.4. Eluent: kloroform, dietiiiileeter (mahulises vahekorras 66:33)
3.5. Ammoniaagi lahus, 25% (m/m), d*,=091 g/ml

3.6. Askorbiinhape

3.7. Hiidrokinoon

3.8. Hiidrokinoonmonometiiiileeter

3.9. Hiidrokinoonmonoetiiiileeter

3.10. Hiidrokinoonmonobensiiiileeter

3.11. Standardlahused:

Standardlahuseid kasutada iihe 66péeva jooksul pérast valmistamist.

3.11.1. Kaaluda 0,05 g hiidrokinooni (3.7) 10-ml gradueeritud katseklaasi. Lisada 0,250 g askorbiinhapet (3.6) ja
5 ml etanooli (3.1). Lisada ammoniaagilahust (3.5), kuni pH on 10 ja tiita katseklaas etanooliga 10 ml-ni (3.1).
3.11.2. Kaaluda 0,05 g hiidrokinoonmonometiiiileetrit (3.8) 10-ml gradueeritud katseklaasi. Lisada 0,250 g
askorbiinhapet (3.6) ja 5 ml etanooli (3.1). Lisada ammoniaagilahust (3.5), kuni pH on 10 ja téita katseklaas
etanooliga 10 ml-ni (3.1).

3.11.3. Kaaluda 0,05 g hiidrokinoonmonoetiiiileetrit (3.9) 10-ml gradueeritud katseklaasi. Lisada 0,250 g
askorbiinhapet (3.6) ja 5 ml etanooli (3.1). Lisada ammoniaagilahust (3.5), kuni pH on 10 ja tdita katseklaas
etanooliga 10 ml-ni (3.1).

3.11.4. Kaaluda 0,05 g hiidrokinoonmonobensiiiileetrit (3.10) 10-ml gradueeritud katseklaasi. Lisada 0,250 g
askorbiinhapet (3.6) ja 5 ml etanooli (3.1). Lisada ammoniaagilahust (3.5), kuni pH on 10 ja tdita katseklaas
etanooliga 10 ml-ni (3.1).

3.12. Hdbenitraat

3.13. 12-moliibdofosforhape

3.14. Kaaliumraud(III)tstianiidheksahiidraat

3.15. Raudkloriidheksahiidraat

3.16. Ilmuti:

3.16.1. Hobenitraadi (3.12) vesilahusele (50 g/l) lisada ammoniaagilahust (3.5), kuni moodustunud sade on
lahustunud.

NB! Lahus muutub seismisel plahvatusohtlikuks ja see tuleb kohe pérast kasutamist minema visata.

3.16.2. 12-moliibdofosforhappe (3.13) lahus etanoolis (3.1), 100g/1.

3.16.3. Valmistada kaaliumraudtsiianiidi (3.14) vesilahus (10 g/l) ja raudkloriidi (3.15) vesilahus (20 g/l). Enne
kasutamist segada need lahused vahekorras 1:1.

4. Aparatuur

Standardne labori sisseseade.

4.1. Tavalised OKK vahendid

4.2. OKK plaadid: silikageel GHR/UV>s4; 20— 20 cm (Machery, Nagel vdi midagi samavéirset), kihi paksus
0,25 mm

4.3. Ultrahelivann

4.4. Tsentrifuug

4.5. UV-lamp, 254 nm

5. Analiiiisi kiiik

5.1. Proovi ettevalmistamine

Kaaluda 3,0 g proovi 10-ml gradueeritud katseklaasi. Lisada 0,250 g askorbiinhapet (3.6) ja 5 ml etanooli
(3.1). Ammoniaagiga (3.5) viia lahuse pH 10-ni. T4ita katseklaas 10 ml-ni etanooliga (3.1). Sulgeda katseklaas

korgiga ja homogeniseerida ultrahelivannis kiimme minutit. Filtreerida ldbi paberfiltri voi tsentrifuugida
kiirusega 3000 pddret/min.
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5.2. OKK
5.2.1. Kiillastada kromatograafiatank eluendi (3.4) aurudega.

5.2.2. Kanda plaadile 2 pl standardlahust (3.11) ja 2 pl proovilahust (5.1). Elueerida pimedas ja
toatemperatuuril, kuni eluendi front on tdusnud 15 cm korgusele stardijoonest.

5.2.3. Kuivatada plaat toatemperatuuril.

5.3. Méédramine

5.3.1. Uurida plaati UV-valguses 254 nm lainepikkuse juures ja markida pliiatsiga laikude asukohad.
5.3.2. Pritsida plaati:

— hdbenitraadi reaktiiviga (3,6,1), voi

— 12-moliibdofosforhappe reaktiiviga (3.16.2), kuumutades 120 °C juures, voi

— kaaliumraudtsiianiidi ja raudkloriidi lahusega (3.16.3).

6. Identifitseerimine

Leida iga laigu Rf.

Vorrelda proovilahuse ja standardlahuse laike, vottes arvesse Rf védrtusi, laikude virvust UV-valguses ja pérast
pritsimist ilmutiga.

Pérast vedelikkromatograafiat (vaata B osa) vorreldakse proovilahuse ja standardlahuste piikide
retensiooniaegu.

Loplik otsus hiidrokinooni ja/vdi tema eetrite esinemise kohta tootes tehakse, vttes arvese nii OKK kui ka
HPLC -kromatograafia tulemusi.

7. Mérkused

Ulalkirjeldatud tingimuste korral saadakse jirgmised Rf viirtused:

hiidrokinoon 0,32;
hiidrokinoonmonometiitileeter 0,53;
hiidrokinoonmonoetiiiileeter 0,55;
hiidrokinoonmonobensiiiileeter 0,58.

B. MAARAMINE

1. Kasutusala

Kéesolev meetod kirjeldab hiidrokinooni, hiidrokinoonmonometiiiileetri, hiidrokinoonmonoetiitileetri ja
hiidrokinoonmonobensiiiileetri madramist nahka pleegitavates kosmeetikatoodetes.

[RTL 2002, 54, 791 — jdust. 06.05.2002]
2. Meetodi pohimote

Proov ekstraheeritakse vee-metanooli seguga, kuumutades seda kergelt, et lipiidid paremini sulaksid. Uuritavad
ained méérata vedelikkromatograafiga, millel on pdordfaasi kolonn ja UV-detektor.

3. Reaktiivid

3.1. Koik reaktiivid peavad olema analiititiliselt puhtad vdi vajadusel HPLC grade. Vesi peab olema
destilleeritud voi vahemalt samavéirne.

3.2. Metanool
3.3. Hidrokinoon
3.4. Hudrokinoonmonometiiiileeter

3.5. Hidrokinoonmonoetiiiileeter
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3.6. Hiidrokinoonmonobensiiiileeter (monobensoon)

3.7. Tetrahiidrofuraan, HPLC grade

3.8. Vee ja metanooli (3.2) segu (mahulises vahekorras 1:1)

3.9. Liikuv faas: tetrahiidrofuraan, vesi (mahulises vahekorras 45:55)

3.10. Standardlahus:

Kaaluda 50-ml mod&tekolbi 60 mg hiidrokinooni (3.3), 80 mg hiidrokinoonmonometiiiileetrit (3.4), 100 mg
hiidrokinoonmonoetiiiileetrit (3.5) ja 120 mg hiidrokinoonmonobensiiiileetrit (3.6). Lahustada ja tdita kolb
metanooliga (3.2) mérgini. Valmistada standardlahus, lahjendades 10,00 ml seda pohilahust 50 ml-ni vee-

metanooli seguga. (3.8). Kasutada virskeltvalmistatud lahust.

4. Aparatuur

Standardne labori sisseseade

4.1. Veevann

4.2. HPLC-aparatuur UV-detektoriga ja 10-pl sissesiistimissilmusega

4.3. Analiiiitiline kolonn: roostevaba teras, pikkus —259 mm, sisediameeter —4,6 mm, tdidis —Zorbax feniiil
(keemiliselt seotud fenetiiiilsilaan Zorbax SIL— il) trimetiiiilkloorsilaaniga, 6 pm voi midagi samavéérset. 60-mg
Eelkolonnis voib kasutada sama téidist kui analiiiitilises kolonnis.

4.4. Filterpaber, diameeter 90 mm, Schleicher and Schull, Weissband No 5892 voi samavédrne.
5. Analiiiisi kiik
5.1. Proovi ettevalmistamine

Kaaluda 50-ml mo&tekolbi 1— 0,1 g proovi tdpsusega 1 mg. Dispergeerida proov 25 ml vee-metanooli segus
(3.8). Sulgeda kolb ja loksutada tugevasti vahemalt iiks minut, kuni on saadud homogeenne suspensioon. Et
suurendada ekstraktsiooni, asetada kolb 60 °C veevanni. Jahutada kolb ja tdita vee-metanooli seguga (3.8)
maérgini. Filtreerida 18bi paberfiltri (4.4). Filtraat kromatografeerida (HPLC) 24 tunni jooksul.

5.2. HPLC

5.2.1. Liikuva faasi voolukiirus: 1,0 ml/min ja detektori lainepikkus: 295 nm.

5.2.2. Siistida 10 pl proovilahust (5.1) ja mddta kromatogrammil piikide pindalad. Kalibreerida, nagu on
kirjeldatud punktis 5.2.3. Vorrelda proovilahuse ja standardlahuste kromatogramme. Analiiisitava aine
kontsentratsiooni leidmiseks proovilahuses kasutada piikide pindalasid ja punktis 5.2.3 leitud iilekandetegurit
(X).

5.2.3. Kalibreerimine

Siistida 10 ul standardlahust (3.10). Korrata médiramist, kuni kromatogrammil saadakse piisiva pindalaga piigid.

Leida iilekandetegur:

K= pi: ¢j, kus:

pi— hiidrokinooni, hiidrokinoonmonometiiiileetri, hiidrokinoonmonoetiitileetri voi hiidrokinoonmonobensiiiileetri
piigi pindala;

¢;i— hiidrokinooni, hiidrokinoonmonometiiiileetri, hiidrokinoonmonoetiiiileetri voi hiidrokinoonmonobensiiiileetri
standardlahuse (3.10) kontsentratsioon (g/50 ml).

Veenduda, et standardlahuse ja proovilahuse kromatogrammid vastavad jargmistele nduetele:
— piikide eraldatus ei tohi olla vdiksem kui 0,90 (joon 1). Kui lahutusvdoime on ndutust vdiksem, siis tuleb
kasutada efektiivsemat kolonni voi tuleb muuta litkuva faasi koostist;

(v.t. RTL 2000, 22, 302)

Joonis 1. Piikide eraldamine

— koikide piikide astimmeetriafaktor A peab olema 0,9 ja 1,5 vahel (joon 2). Asiimmetriafaktori mdaramisel
peab isekirjuti lindi liikkumise kiirus olema vdhemalt 2 cm/min;
— nulljoon peab olema piisiv.

(v.t. RTL 2000, 22, 302)

Joonis 2. Piigi astimmeetriafaktor

6. Arvutused

Leht 106 / Kosmeetikavahendite terviseohutuse kontrollimine
113


https://www.riigiteataja.ee/akt/81579
https://www.riigiteataja.ee/akt/81579

Analiilisitavate ainete sisaldus proovis P (massiprotsentidena) leida jargmise valemi jargi:
P =Db;x 100 / Rfix a, kus:

a —proovi mass, g;

bi— analiiisitava aine piigi pindala.

7. Korratavus

7.1. 2,0%-lise hiidrokinooni sisalduse puhul ei tohi samast proovist tehtud kahe paralleelméédramise tulemuste
vahe iiletada 0,13%.

7.2. 1,0%-lise hiidrokinoonmonometiiiileetri sisalduse puhul ei tohi samast proovist tehtud kahe
paralleelméiramise tulemuste vahe iiletada 0,1%.

7.3. 1,0%-lise hiidrokinoonmonoetiiiileetri sisalduse puhul ei tohi samast proovist tehtud kahe
paralleelmédramise tulemuste vahe iiletada 0,11%.

7.4. 1,0%-lise hiidrokinoonmonobensiiiileetri sisalduse puhul ei tohi samast proovist tehtud kahe
paralleelmédramise tulemuste vahe iiletada 0,11%.

8. Reprodutseeritavus

8.1. 2,0%-lise hiidrokinooni sisalduse puhul ei tohi samast proovist, kuid erinevates tingimustes (erinevad
inimesed, laborid, aparatuur ja/voi aeg) tehtud kahe médramise tulemuste vahe iletada 0,37%.

8.2. 1,0%-lise hiidrokinoonmonometiiiileetri sisalduse puhul ei tohi samast proovist, kuid erinevates tingimustes
(erinevad inimesed, laborid, aparatuur ja/voi aeg) tehtud kahe médramise tulemuste vahe tiletada 0,21%.

8.3. 1,0%-lise hiidrokinoonmonoetiiiileetri sisalduse puhul ei tohi samast proovist, kuid erinevates tingimustes
(erinevad inimesed, laborid, aparatuur ja/voi aeg) tehtud kahe médramise tulemuste vahe tiletada 0,19%.

8.4. 1,0%-lise hiidrokinoonmonobensiiiileetri sisalduse puhul ei tohi samast proovist, kuid erinevates
tingimustes (erinevad inimesed, laborid, aparatuur ja/voi aeg) tehtud kahe madramise tulemuste vahe tiletada
0,11%.

9. Mirkused

9.1. Kui méaramisel leitud hiidrokinooni sisaldus on oluliselt suurem kui 2%, siis tépse tulemuse saamiseks
tuleb prooviekstrakti (5.1) lahjendada nii palju, et hiidrokinooni sisaldus ekstraktis vastaks 2%-lisele
hiidrokinooni sisaldusele tootes, ja korrata méaaramist. (Moni detektor ei viimalda saada lineaarset sdltuvust, kui
hiidrokinooni kontsentratsioon on liiga korge.)

9.2. Korvalmdjud

Ulalkirjeldatud meetod vdimaldab hiidrokinooni ja tema eetreid mérata iihe isokraatse kromatografeerimisega.
Feniitilkolonni kasutamine tagab hiidrokinooni piisava retensiooni, mis ei ole aga garanteeritud, kui kasutatakse
C18 kolonni.

Selle meetodi puhul vdivad mairamist segada mitmed parabeenid.
Sel juhul korratakse médramist, kasutades erinevaid liikuvate ja statsionaarsete faaside siisteeme.

Sobivad jargmised siisteemid:

Kolonn: Zorbax ODS, 4,6 mm —25 mm v0i midagi samavaarset, temperatuur 36 °C, eluendi voolukiirus 1,5 ml/
min, liikuv faas:

hiidrokinooni jaoks —metanool, vesi (mahulises vahekorras 5:95);

hiidrokinoonmonometiiiileetri jaoks —metanool, vesi (mahulises vahekorras 30:70);
hiidrokinoonmonobensiiiileetri jaoks —metanool, vesi (mahulises vahekorras 80:20).**

Kolonn: Spherisorb S5-ODS voi samavéérne, litkuv faas: metanool, vesi (mahulises vahekorras 90:10), eluendi
voolukiirus 1,5 ml/min.

* Kiesolevas lisas on siilitatud Euroopa Uhenduste Komisjoni direktiivi 95/32/EMU lisa iilesehitust ja
numeratsiooni.
** Need tingimused sobivad hiidrokinooni mairamiseks.

Lisa 39
sotsiaalministri
23. detsembri 1999. a
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mééruse nr 91 juurde
-FENOKSUETANOOLI 1- FENOKSUPROPAAN 2-O0LI, METUUL-
ETUUL-, PROPUUL-, BUTUUL- JA BENSUUL-4-HUDROKSUBENSOAADI
IDENTIFITSEERIMINE JA MAARAMINE KOSMEETIKATOODETES*
[RTL 2002, 54, 791 — jdust. 06.05.2002]
A. IDENTIFITSEERIMINE
1. Kasutusala
Kéesolev meetod kirjeldab Shekihikromatograafilist meetodit, mis koos B osas toodud méidramismeetodiga
voimaldab identifitseerida 2-fenokstietanooli, 1-fenoksiipropaan-2-ooli, metiitil-, etiiiil-, propiiiil-, butiiiil- ja
bensiiiil-4-hiidroksiibensoaati.
2. Meetodi p6himate
Sailitusained ekstraheeritakse hapustatud kosmeetikatootest atsetooniga. Pirast filtreerimist segatakse
atsetoonilahus veega ja rasvhapped sadestatakse kaltsiumsooladena aluselises keskkonnas. Aluselist atsetooni
ja vee segu ekstraheeritakse lipofiilsete iihendite eemaldamiseks dietiiiileetriga. Pérast hapustamist séilitusained
ekstraheeritakse dietiiiileetriga. Noutav kogus dietiiiileetri ekstrakti kantakse OKK-plaadile. Pirast elueerimist
vaadeldakse plaati UV-valguses ja ilmutatakse Millon’i reaktiiviga.
3. Reaktiivid
3.1. Uldised nduded
Koik reaktiivid peavad olema analiiiitiliselt puhtad. Vesi peab olema destilleeritud vdi vihemalt samavéérne.
3.2. Atsetoon
3.3. Diettiiileeter
3.4. n-pentaan
3.5. Metanool
3.6. Kontsentreeritud dddikhape
3.7. 4 M soolhappe lahus
3.8. 4 M kaaliumhiidroksiidi lahus
3.9. Kaltsiumkloriiddihiiraat (CaCl,x 2H,0)
3.10. Ilmuti: Millon’i reaktiiv: elavhdbe(Il)nitraadi lahus, saadav valmiskujul (Fluka 69820)
3.11. 2-fenokstietanool
3.12. 1-fenoksiipropaan-2-ool
3.13. Mettiil-4-hiidroksiibensoaat (metiitilparaben)
3.14. Etiiiil-4-hiidroksiibensoaat (propiiiilparaben)
3.15. n-propiiiil-4-hiidroksiibensoaat (butiiiilparaben)
3.16. n-butiiiil-4-hiidroksiibensoaat (bensiiiilparaben)
3.17. Bensiiiil-4-hiidroksiibensoaat (bensiiiilparaben)
3.18. Standardlahused
Valmistada ainetest 3.11— 3.17 standardlahused (1 g/l metanoolis).
3.19. Eluent: segada 88 mahuosa n-pentaani (3.4) ja 12 mahuosa kontsentreeritud dddikhapet (3.6).
4. Aparatuur

Standardne labori sisseseade
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4.1. Veevann, 60 °C
4.2. Kromatograafiatank (ilma pabervooderduseta)
4.3. UV-lamp, 254 nm

4.4. OKK-plaadid, 2— 20 cm, kaetud 0,25 mm silikageel 60 Fps4kihiga, kontsentratsioonitsooniga (Merck
No 11798, Darmstadt vdi samaviirne)

4.5. Kuivatuskapp, 105 °C
4.6. Kiittega juuksefoon

4.7. Villane varvirull, 10 cm pikk, viline diameeter ligikaudu 3,5 cm, villakihi paksus 2— 3 mm, vill peab olema
trimmitud/piigatud (vt mérkust punktis 5.2)

4.8. Keeratavate korkidega 50-ml katseklaasid

4.9. Termoregulaatoriga elektripliit, temperatuur ligikaudu 80 °C. Pliidiplaat peab olema kaetud 20— 20 cm
suuruse ja 6 mm paksuse alumiiniumplaadiga, et tagada tihtlane kuumutamine.

5. Analiiiisi kiik
5.1. Proovi ettevalmistamine

Kaaluda ligikaudu 1 g proovi 50-ml keeratava korgiga katseklaasi (4.8). Lisada neli tilka soolhapet (3.7) ja
40 ml atsetooni (3.2).

Juhul kui kosmeetikatoode on tugevalt aluseline (nt tualettseep), siis lisada 20 tilka soolhapet. Sulgeda
katseklaas, kuumutada séilitusainete atsetooniga ekstraheerimise hdlbustamiseks segu ettevaatlikult 60 °C
kraadini ja loksutada tugevasti iilks minut.

[RTL 2002, 54, 791 —jdust. 06.05.2002]
Viia soolhappega lahuse pH indikaatorpaberi jargi 3-ni v3i rohkem. Uuesti loksutada tugevasti iiks minut.

Jahutada lahus toatemperatuurini ja filtreerida 14bi paberfiltri koonilisse kolbi. Moota 20 ml filtraati 250-ml
koonilisse kolbi, lisada 60 ml vett ja segada. Viia kaaliumhiidroksiidiga (3.8) segu pH indikaatorpaberi jérgi
ligikaudu 10-ni.

Lisada 1 g kaaliumkloriidi (3.9) ja loksutada tugevasti. Filtreerida lahus lébi filterpaberi 250-ml jaotuslehtrisse,
milles on 75 ml dietiiiileetrit, ja loksutada tugevasti iiks minut. Lasta segul kihistuda ja koguda vesifaas 200-
ml koonilisse kolbi. Viia soolhappega vesilahuse pH indikaatorpaberi jérgi ligikaudu 2-ni. Lisada 10 ml
dietiilileetrit ja loksutada tugevasti iiks minut. Lasta faasidel eralduda ja viia dietiiiileetri faasi umbes 2 ml 5-ml
pudelisse.

5.2. Ohekihikromatograafia (OKK)

Asetada OKK-plaat (4.4) elektripliidile (4.9). Kanda 10 pl igat standardlahust (3.18) ja 100 ul proovilahust (5.1)
OKK-plaadi stardijoonele kontsentreerimistsooni. Vajadusel kasutada lahusti aurustamiseks fooni (4.6). Votta
plaat pliidilt ja jahutada toatemperatuurini. Valada kromatograafiatanki (4.2) 100 ml eluenti (3.9).

Asetada OKK-plaat kohe kiillastamata tanki ja elueerida toatemperatuuril, kuni eluendi front on tdusnud
ligikaudu 15 cm korgusele stardijoonest. Votta plaat vélja ja kuivatada kuuma Shuga, kasutades f66ni (4.6).

Vaadelda plaati UV-valguses (4.3) ja mirkida pliiatsiga laikude asukohad. Addikhappe liia eemaldamiseks
kuumutada plaati 30 minutit kuivatuskapis (4.5) 100 °C juures. IImutada séilitusainete laigud Millon'i reatiiviga,
kastes vérvirulli (4.7) reaktiivi ja rullides iile OKK-plaadi, kuni see méargub.

Mairkus. Laikude ilmutamiseks voib tilgutada iihe tilga Millon’i reatiivi UV-valguses mérgistatud laigukohale.

4-hiidroksiibensoehappe estrid ilmuvad punase laiguna, 2-fenoksiietanool ja 1-fenoksiipropaan-8-ool annavad
kollased laigud. Tuleb arvestada, et ka 4-hiidroksiibensoehape, mis vdib tootes esineda séilitusainena voi
parabeenide lagunemissaadusena, annab punase laigu (vt 7.3 ja 7.4).

6. Identifitseerimine

Leida iga laigu Rf. Vorrelda standardainete ja proovilahuse laikude Rf, laikude véarvust pérast ilmutamist ja

helendumist UV-valguses ning teha esialgne jéreldus sidilitusainete esinemise kohta tootes.

Kosmeetikavahendite terviseohutuse kontrollimine Leht 109 /
113


https://www.riigiteataja.ee/akt/95028

Kui jéreldub, et proovis on siilitusained, siis jdrgneb nende midramine kdesoleva lisa B osas kirjeldatud
korgefektiivse vedelikkromatograafia (HPLC) abil. Loplik otsus 2-fenoksiietanooli, 1-fenoksiipropaan-2-ooli ja
parabeenide esinemise kohta proovis tehakse parast OKK ja HPLCtulemuste vordlemist.

7. Mérkused

7.1. Kuna Millon'i reaktiiv on toksiline, tuleb teda kindlasti kasutada iilalkirjeldatud viisil. Mitte pritsida!

7.2. Millon i reaktiivi toimel muudavad vérvust ka teised hiidroksiiiilriihmi sisaldavad tihendid. Kirjeldatud
OKK meetodiga méiratud teiste sdilitusainete Rf véértused ja varvused on antud artiklis: N. de Kruijf, M.A.
Rijk. L.A.Pranato-Soetardhi and A. Schouten. Determination of preservatives in cosmetic products I: Thin-layer
chromatographic procedure for the identification of preservatives in cosmetic products. Chromatography, 1987,

410, 395—-411.

7.3. Alljargnevas tabelis antakse nditena rea sdilitusainete Rf vaértused ja virvused:

Uhend hRf
4-hiidroksiibensoehape 11
metiililparabeen 12
Etiitilparabeen 17
Propiiiilparabeen 21
Butiiiilparabeen 26
Bensiiiilparabeen 16
2-feniitilokstietanool 29
1-fenoksiipropaan-8-ool 50

Virvus
Punane
Punane
Punane
Punane
Punane
Punane
Kollane
Kollane

7.4. 4-hiidroksiibensoehapet metiiiilparabeenist ega bensiiiilparabeeni ei ole dnnestunud OKK meetodil eraldada
etiitilparabeenist. Nende iihendite identifitseerimiseks tuleb kasutada B osas kirjeldatud HPLCmeetodit ja
vorrelda nimetatud konservantide standardainete retensiooniaegu proovilahuse omadega.

B. MAARAMINE

1. Kasutusala

Kéesolev meetod kirjeldab 2-fenoksiietanooli, 1-fenoksiipropaan-2-ooli, metiiiil-, etiiiil-, propiiiil-, butiiiil- ja
bensiiiil-4-hiidroksiibensoaadi midramist kosmeetikatoodetes.

[RTL 2002, 54, 791 — jdust. 06.05.2002]

2. Niitaja iihik

Kéesoleva meetodi jargi méératud séilitusainete sisaldus tootes viljendatakse nende massiprotsendina.

3. Meetodi pohimote

Proov hapustatakse vddvelhappega ja suspendeeritakse etanooli ja vee segus. Parast segu ettevaatlikku
kuumutamist lipiidfaasi sulatamiseks ja kvantitatiivse ekstraheerimise parandamiseks segu filtreeritakse.

Sailitusained filtraadis méaratakse pdordfaasi korgefektiivse vedelikkromatograafia (HPLC) abil, kasutades

sisestandardina isopropiiiil-4-hiidroksiibensoaati.
4. Reaktiivid

4.1. Uldnduded

Koik reaktiivid peavad olema analiiiitiliselt puhtad ja vajadusel vastama HPLC grade’le. Vesi peab olema

destilleeritud voi vihemalt samavéirne.

4.2. Absoluutne etanool

4.3. 2-fenoksiietanool

4.4. 1-fenoksiipropaan-8-ool

4.5. Metiiiil-4-hiidroksiibensoaat (metiiiilparabeen)
4.6. Etiiiil-4-hiidroksiibensoaat (propiiiilparabeen)

4.7. n-propiiiil-4-hiidroksiibensoaat (butiitilparabeen)
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4.8. Isopropiiiil-4-hiidroksiibensoaat (isopropiiiilparabeen)

4.9. n-butiiiil-4-hiidroksiibensoaat (bensiiiilparabeen)

4.10. Bensiiiil-4-hiidroksiibensoaat (bensiiiilparabeen)

4.11. Tetrahiidrofuraan

4.12. Metanool

4.13. Atsetonitriil

4.14. 2 M véavelhappe lahus

4.15. Etanooli-vee segu: segada 9 mahuosa etanooli (4.2) 1 mahuosa veega

4.16. Sisestandardi lahus: kaaluda tépsusega 0,01 g ligikaudu 0,25 g isopropiitilparabeeni (4.8) ja viia kaalutis
tile 500-ml modtekolbi. Lahustada ja téita kolb etanooli-vee seguga (4.15) mérgini.

4.17. Liikuv faas: tetrahiidrofuraan, vesi, metanool, atsetonitriil (mahulises vahekorras 5:60:10:25).

4.18. Sdilitusainete pohilahus

Kaaluda 100-ml m&otekolbi tdpsusega kuni 1 mg ligikaudu 200 mg 2-fenoksiietanooli, 200 mg 1-
fenoksiipropaan-2-ooli, 50 mg metiiiilparabeeni, 50 mg etiiiilparabeeni, 50 mg propiiiilparabeeni, 50 mg
butiililparabeeni ja 25 mg bensiiiilparabeeni. Lahustada ja téita kolb etanooli-vee seguga mérgini.
Killmutuskapis hoides on lahus kasutamiskdlblik kuni iiks nadal.

4.19. Siilitusainete standardlahused:

Pipeteerida viide 50-ml modtekolbi jarjestikku 20,00 ml; 10,00 ml; 5,00 ml; 2,00 ja 1,00 ml pdhilahust (4.18).
Lisada igasse kolbi 10,00 ml sisestandardi (4.16) lahust ja 1,0 ml védvelhapet (4.14). Téita kolb etanooli-vee
seguga margini. Kasutada liksnes varskeltvalmistatud lahuseid.

5. Aparatuur

Standardne labori sisseseade.

5.1. Veevann, 60+1 °C

5.2. Korgsurve vedelikkromatograaf UV-detektoriga, lainepikkus 280 nm

5.3. Analiiiitiline kolonn: roostevaba teras, pikkus 25 cm ja sisediameeter 4,6 mm (voi pikkus 12,5 cm ja
sisediameeter 4,6 mm), tdidis —Nucleosil 5C18 vdi samaviarne (vt 10.1)

5.4. 100-ml keeratava korgiga katseklaas
5.5. Karborundist keedukivikesed suurusega 2— 4 mm voi samavaérsed
6. Analiiiisi kiiik

6.1. Proovi ettevalmistamine
6.1.1. Proovi ettevalmistamine sisestandardi lisamiseta

Kaaluda 100-ml keeratava korgiga katseklaasi (5.4) ligikaudu 1,0 g proovi. Pipeteerida katseklaasi 1,0 ml
vadvelhappe lahust (4.14) ja 50 ml etanooli-vee segu (4.15). Lisada umbes 1 g keedukivikesi (5.5), sulgeda
katseklaas ja loksutada tugevasti vahemalt {iks minut, kuni moodustub homogeenne suspensioon. Asetada
katsuti viieks minutiks veevanni 60+1 °C juurde, et parandada sdilitusainete ekstraheerumist etanooli faasi.

Katseklaas jahutada kohe kiilma vee all ja hoida katseklaasi tiks tund kiilmkapis. Filtreerida katseklaasi
sisu labi paberfiltri. Umbes 2 ml filtraati valada 5-ml pudelisse. Filtraati hoida kiilmkapis ja kasutada
kromatografeerimiseks 24 tunni jooksul.

6.1.2. Proovi ettevalmistamine sisestandardi lisamisega

Kaaluda 100-ml keeratava korgiga katseklaasi tdpsusega 1 mg 1,0 0,1 g proovi. Pipeteerida katseklaasi
1,0 ml vadvelhappe lahust (4.14) ja 40 ml etanooli-vee segu (4.15). Lisada umbes 1 g keedukivikesi (5.5) ja
tapselt 10,00 ml sisetandardi lahust (4.16). Sulgeda katsuti ja loksutada tugevasti vdhemalt iihe minuti véltel,
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kuni moodustub homogeenne suspensioon. Asetada katseklaas viieks minutiks veevanni 60+1 °C juurde, et
parandada séilitusainete ekstraheerumist etanooli faasi.

Katseklaas jahutada kohe kiilma vee all ja hoida katseklaasi iiks tund kiilmkapis. Katseklaasi sisu
filtreerida 1dbi paberfiltri. Umbes 2 ml filtraati valada 5-ml pudelisse. Filtraati hoida kiilmkapis ja kasutada
kromatografeerimiseks 24 tunni jooksul.

6.2. Korgefektiivse vedelikkromatograafia (HPLC)

6.2.1. Kromatografeerimistingimused:

— liikkuv faas —tetrahiidrofuraan, vesi, metanool, atsetonitriil (4.17);
— voolukiirus —1,5 ml/min;

— detektori lainepikkus —280 nm.

6.2.2. Kalibreerimine

Siistida 10 pl iga standardlahust (4.19). Saadud kromatogrammide jargi leida standardlahuste piikide
ja sisestandardi piigi kdrguste suhted. Joonistada kalibreerimisgraafik leitud suhete ja neile vastavate
standardlahuste kontsentratsioonide jargi.

6.2.3. Méddramine

Stistida 10 pl sisestandardita proovilahust (6.1.1) ja 10 pl sisestandardite lahust (4.1.9). Vorrelda saadud
kromatogramme. Juhul kui proovilahuse (6.1.1) kromatogrammil ei ole piike, mille retensiooniaeg oleks
lahedane sisestandardina soovitatud isopropiiiilparabeeni piigi retensiooniajale, siis jairgmisena siistitakse

10 pl sisestandardit sisaldavat proovilahust (6.1.2). Mddta kromatogrammil piikide kdrgused. Juhul kui
kromatogrammil on leitud segavaid piike, mille retensiooniaeg on ligildhedane isopropiiiilparabeeni omale,
valida mingi teine sisestandard. Kui eelneva analiiiisi alusel on teada, etmdndasiilitusainet tootes ei ole, siis v0ib
seda ainet kasutada sisestandardina.

Leida uuritavate sdilitusainete piikide ja sisestandardi piigi kdrguste suhe. Veenduda, et kalibreerimisgraafik on
sirge.

Veenduda, et standard- ja proovilahuse kromatogrammid vastavad jargmistele tingimustele:
— piikide eraldatus ei tohi kdige halvemini lahutatud piikide paari puhul olla alla 0,90 (joon 1). Kui
lahutusvdime on ndutust viiksem, siis tuleb kasutada efektiivsemat kolonni v4i tuleb muuta litkuva faasi
koostist;

(v.t. RTL 2000, 22, 302)

Joonis 1. Piikide eraldamine

— koikide piikide astimmeetriafaktor A peab olema 0,9 ja 1,5 vahel (joon 2). Asiimmeetriafaktori mddramisel
peab isekirjuti lindi liikkumiskiirus olema vihemalt 2 cm/min;
— nulljoon peab olema piisiv.

(v.t. RTL 2000, 22, 302)

Joonis 2. Piigi asiimmeetriafaktor

7. Arvutused

Proovis olevate séilitusainete kontsentratsioon leida kalibreerimisgraafikult (6.2.2) uuritavate sdilitusainete
piikide kdrguste ja sisestandardi piigi kdrguse suhte jargi.

Arvutada 2-fenoksiietanooli, 1-fenoksiipropaan-2-ooli, metiiiil-, etiiiil-, propiiiil-, butiiiil- ja benstiiil-4-
hiidroksiibensoaadi sisaldus proovis P, vdljendatud massiprotsendina, kasutades jargmist valemist:

P =0/ 200 x a, kus:

b;—sdilitusaine sisaldus proovis kalibreerimisgraafiku jargi, pg/ml;

a —katsekoguse mass, g.

8. Korratavus

Vaata punkti 10.5.

9. Reprodutseeritavus

Vaata punkti 10.5.

10. Mérkused

10.1. Statsionaarne faas

HPLC kolonni lahutusvdime sdltub statsionaarse faasi tiiiibist, tootjafirmast, kolonni eelnevast kasutusalast

ja muudest asjaoludest. Otsus kolonni sobivuse kohta sdilitusainete analiiiisiks teha pérast standardlahuste
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kromatografeerimist (vt 6.2.3). Peale soovitatud kolonnitéidise sobivad kasutamiseks ka Hypersil ODS ja
Zorbax ODS.

Vajaliku lahutusvoime saamiseks voib muuta ka soovitatud liikuvat faasi.
10.2. Detektori lainepikkus

Kodrvalmojude uurimised néitavad, etjubaviga viike lainepikkuse muutus mojutab oluliselt madramise tulemust.
Seeparast on oluline jélgida lainepikkuse Gigsust méadramise kdigus.

10.3. Interferentsid

Kéesoleva meetodi jargi méddramisel voivad elueeruda ka mitmed teised kosmeetikatoodetes sisalduvad ained.
Paljude kosmeetikatoodetes kasutada lubatud siilitisainete retensiooniajad on toodud artiklis: N. de Kruijf, M.A.
Rijk. L.A.Pranato-Soetardhi and A. Schouten. Determination of preservatives in cosmetic products II: Thin-layer
chromatographic procedure for the identification of preservatives in cosmetic products. Chromatography, 1989,
469, 317— 398.

[RTL 2002, 54, 791 — jdust. 06.05.2002]

10.4. Analiiiitilise kolonni kaitseks on soovitatav kasutada sobilikku eelkolonni.

Kiesoleva meetodi korratavus ja reprodutseeritavus méadrati ringtestiga tiheksas laboratooriumis.

Analiiiisiti kolme proovi. Alljargnevas tabelis on antud igas proovis sisalduva analiilisitava aine kohta korratavus
(r) ja reprodutseeritavus (R), véljendatud massiprotsendina (m):

Proov 2-fenoksii- 1-fenoksii- Maetiiiil- Etiiiil- Propiiiil- Butiiiil- Bensiiiil-
etanool propaan-8- para- been para- para-been para- para- been
ool been been
Vitamiini- m 1,124 0,250 0,0628 0,031 0,0906
kreem r 0,016 0,018 0,0035 0,0028 0,0044
R 0,176 0,030 0,0068 0,0111 0,0034
Hajutus- m 1,196 0,266 0,076
kreem r 0,040 0,003 0,002
R 0,76 0,022 0,004
Massaazi- m 0,806 0,180 0,148 0,152
kreem r 0,067 0,034 0,013 0,015
R 0,112 0,078 0,012 0,016

* Kiesolevas lisas on siilitatud Euroopa Uhenduste Komisjoni direktiivi 96/45/EU lisa iilesehitust ja
numeratsiooni.
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