Laborator nr. 1
DETERMINAREA FORMALDEHIDEI

Formaldehida este un produs natural, fiind prezent in toate celulele corpului uman, sau in unele fructe
ca: mere, struguri si pere.

Formaldehida comercializata sub forma de solutie 37% in apa cunoscutd sub denumirea de formol. De
obicei contine o mici cantitate de metanol, pentru a preveni polimerizarea. In aceasta forma este prezenti cu
1 mol apa de hidratare, care este f. dificil de indepartat, chiar prin evaporare.

Toxicitatea formolului difera mult de toxicitatea formaldehidei sub forma de gaz anhidru [17].

Produsul este de asemenea disponibil si in forma uscata, ca para-formaldehida. Prin dizolvare in apa
revine la formaldehida (formol).

Produsul este catalogat ca fiind CMR de categoria 3 (carcinogen, mutagen si toxic pentru reproducere).

Metodele de analiza pentru formaldehida sunt la fel de controversate ca si utilizarea ei pentru cosmetice.

Toate metodele de determinare implica o reactie chimica a moleculei cu formarea unui produs de reactie
colorat. Aceste reactii nu fac diferentierea intre formaldehida libera si donorii de formaldehida.

Metoda cea mai des folosita este metoda acetilacetonei, cunoscuta si sub numele de metoda Hantzsch.

In literatura de specialitate existd nu mai putin de 4 metode diferite pentru aceasti metoda. Toate cele 4
variante ar trebui sd conduca la aceleasi rezultate atunci cand se masoara formaldehida libera; din pacate
rezultatele obtinute variaza functie de taria legaturii intre molecula formaledehidei si restul compusilor.
Metoda consta in reactia formaldehidei cu reactivul Nash (acetilacetona, 2,4-pentadiona) [27].

Alte metode de analiza implica reactii cu acidul cromotropic, 2,4-dinitrofenilhidrazina si NaOH/H20s.

Identificarea formaldehidei din produsele cosmetice

Aceastd metoda detaliaza identificarea si doua determinari daca avem sau nu donori de formaldehida intr-
un compus cosmetic.
Metoda se poate aplica pentru toate categoriile de produse cosmetice [9].

1. [Identificare calitativia

a. Metoda generald de determinare prin colorimetrie cu reactiv Schiff

Metoda se aplicd atunci cand se foloseste formaldehida libera (singurad sau impreuna cu alti conservanti)
dar in absenta donorilor de formaldehida [9].

Determinare in prezenta donorilor de formaldehida

In aceastd metodi, in timpul derivatizarii, donorii de formaldehidi se descompun si conduc la rezultate
prea mari (formaldehida combinata si polimerizata). Este necesara in acest caz separarea formaldehidei libere
prin cromatografie in faza lichida [9].

Continutul de formaldehida libera, determinat cu ajutorul acestei metode, se exprima in procente de
masa.

Principiul metodei :

Formaldehida libera sau combinata, in mediu de acid sulfuric coloreaza reactivul Schiff in culoare roz
Sau mov.

Reactivul Schiff este o solutie de fucsina in acid, decolorata cu SO2 sau metabisulfit de sodiu. Reactivul
in prezenta aldehidelor reformeaza culoarea magenta [9].

Reactivi : toti reactivii trebuie sa fie de puritate analitica si apa sa fie demineralizata.



- Fucsina,
- Sulfit de sodiu hidratat cu 7 H20,
- HCI concentrat (d-1,19)
- Acid sulfuric 1M
Obtinerea reactivului Schiff : Se cantaresc 100 mg fucsind intr-un flacon si se dizolva in 75 ml apa la
80°C. Dupa racire se adauga 2,5 g sulfit de sodiu. Apoi se aduce amestecul la 100 ml. Se foloseste in decurs
de 2 saptamani [9].

Mod de lucru :

Se cantaresc 2 g proba intr-un pahar de 10 ml. Se adauga 2 picaturi acid sulfuric si 2 ml reactiv Schiff.
Reactivul trebuie sa fie complet incolor cand este adaugat. Se agita paharul si se lasa sa stea timp de 5 min.

Dacé dupa 5 min se observa formarea unei nuante roz sau mov inseamna ca proba contine mai mult de
0,01% formaldehida fie libera, fie combinata si, in acest caz, se foloseste a doua metoda de determinare.

b. Determinarea prin colorimetrie cu pentan-2,4-diona
Principiul metodei : Formaldehida reactioneaza cu pentan-2,4-diona, in prezenta acetatului de amoniu,
pentru a forma 3,5-diacetil-1,4-dihidrotoluidina. Aceasta este extrasa cu butan-1-ol si se masoara absorbanta
la 410 nm [19].
Reactivi. Toti reactantii trebuie sa fie de puritate analitica si apa trebuie sa fie demineralizata.
- Acetat de amoniu anhidru,
- Acid acetic concentrat, d4?°=1,05
- Pentan-2,4-diona proaspat distilatd la presiune redusd de 25 mm Hg 25° - se verifica sd nu prezinte
absorbtie 1a 410 nm
- 1-Butanol,
- Acid clorhidric 1M
- Acid clorhidric 0,1M,
- Hidroxid de sodiu,
- Solutie de amidon proaspat preparata conform Farmacopeei Europene (1 g/ 50 ml apd)
- Solutie formaldehida 37-40% g/vol.
- Solutie de iod standard 0,05M,
- Solutie standard de tiosulfat de sodiu 0,1M
- Reactiv pentan-2,4-diona
- Reactiv de referinta fara pentan-2,4-diona
- Solutie standard concentratd de formaldehida
- Solutie standard diluatd de formaldehida

Reactivul pentan 2,4-diond se prepara astfel: Intr-un flacon cotat de 1000 ml se dizolva 150 g acetat de
amoniu, 2 ml pentan-2,4-diona si 3 ml acid acetic. Se aduce la semn cu apa. (pH-ul solutiei trebuie sa fie cca
6,4). Reactivul trebuie proaspat preparat inainte de a fi folosit.

Se prepara si un reactiv de referinta dupa reteta de mai sus, dar fard a adauga 2,4-pentandiona.

Standardul concentrat de formaldehida se prepara astfel: se adauga 5 g formaldehida intr-un flacon cotat
de 1000 ml si se aduce la semn cu apa.

Pentru a determina tdria acestei solutii se masoara 10 ml solutie, se adauga 25 ml solutie standard de iod
si 10 ml solutie standard de hidroxid de potasiu. Se lasd sa stea 5 min. Se aciduleaza cu 11 ml HCI si se
determind excesul de iod cu solutie standard de tiosulfat de sodiu, folosind solutie de amidon ca indicator.



1 ml iod 0,05 M consumat este echivalentul a 1,5 ml formaldehida.

Standardul diluat de formaldehida se prepara dupd cum urmeaza: se dilueazad solutia standard
concentratd de formaldehida cu apa in proportie intai de 1/20, apoi de 1/100. Se obtine o solutie - 1 ml sol
contine cca 1 pg formaldehida. Calculati continutul exact de formaldehida.

Aparatura -
- Aparatura standard de laborator,
- Hartie de filtru Whatman 1PS pentru separarea fazelor,
- Centrifuga,
- Baie de apa stabilita la temperatura de 60°C,
- Spectrofotometru,
- Celule din sticla cu latura optica de 1 cm

Mod de lucru [19]:

a. Solutia de analizat. Intr-un flacon cotat de 100 ml se cantiresc cu precizie de 0,001 g o cantitate de
proba de analizat, care corespunde unei cantitati de formaldehida de aproximativ 150 ug. Se aduce la 100 ml
cu apa si se amesteca bine (solutia S). Se verifica daca pH-ul solutiei este apropiat de 6, daca nu, se ajusteaza
prin adaos de HCI diluat.

Intr-un pahar Erlenmeyer de 50 ml se adaugi 10 ml solutie S, 5 ml reactiv pentan-2,4-dioni si apa
demineralizata pana la 30 ml.

b. Solutia de referinta. Se foloseste pentru a elimina posibilele interferente date de culoarea de fundal Tn
proba de analizat. Intr-un flacon de 50 ml se adauga 10 ml solutie S, 5 ml reactiv de referinti (care nu contine
2,4-pentandiond) si apa demineralizata pana la 30 ml.

c. Testul blank. Tntr-un pahar Erlenmeyer de 50 ml se adaugid 5 ml reactiv pentan-2,4-diona si apa
demineralizata pana la 30 ml.

Metoda de determinare cantitativa:

Se agita solutiile a b si ¢ . Se imerseaza paharele Erlenmeyer intr-o baie de apa la 60°C pentru exact 10
min. Se racesc timp de 2 min intr-o baie de apa cu gheata.

Se transferd in palnii de separare de 50 ml care contin cate 10 ml 1-butanol. Se clateste fiecare pahar cu
3-5 ml apa. Se agita amestecurile foarte bine timp de exact 30 sec. Se lasa sa separe cele doua faze.

Faza de 1-butanol se filtreaza in celulele de masurare. in loc de filtrare prin hartie de filtru, se poate
folosi centrifuga timp de 5 min.

Se masoara absorbanta A1 la 410 nm pentru solutia probei de analizat (a) comparativ cu extractul solutiei
de refintd (b). Analog se masoara absorbanta A a solutiei blank (c) fata de 1-butanol.

Toate aceste operatii nu trebuie sd dureze mai mult de 25 min din momentul in care flacoanele
Erlenmeyer se introduc in baia de apa la 60°C.

Curba de calibrare. Intr-un flacon Erlenmeyer de 50 ml se introduc: 5 ml solutie standard diluati de
formaldehida, 5 ml reactiv penten-2,4-diol si apa demineralizatd pana la 30 ml. Se continud analiza dupa
metoda descrisd anterior si se masoara absorbanta comparativ cu 1-butanol. Se repeta procedeul cu 10, 15, 20
si 25 ml solutie standard diluatd de formaldehida. Punctul de zero se considera absorbanta A, masurata anterior
a blankului fata de 1-butanol.

Se deseneaza curba de calibrare.

Legea Beer este valabila pana la o concentratie de formaldehida <30 pg.

Calcule



Se scade A din Ag si se citeste de pe curba de calibrare cantitatea C, in pg, de formaldehida din solutia
probei de analizat.
Se calculeaza continutul de formaldehida in proba (% g/g) cu ajutorul urmatoarei formule :
C

%formadehidé = m

unde : m —masa probei testate (g)

Repetabilitate. Pentru un continut de formaldehida de 0,2%, diferenta intre rezultatele a doua
determinari efectuate in paralel, pe aceeasi proba, nu trebuie sa depaseasca 0,005% pentru determinarea prin
colorimetrie cu pentan-2,4-diona.

Daca experimental s-a obtinut o valoare pentru formaldehida mai mare de 0,2% (aceasta fiind cantitatea
maxima permisd conform Directivei 76/768/EEC) trebuie repetat experimentul folosind metoda care urmeaza.

Determinarea prezentei donorilor de formaldehida

Principiul metodei: Formaldehida separata este transformata intr-un derivat galben printr-o reactie cu pentan-
2,4-diona, ntr-un reactor, dupa trecere prin coloana, derivatul obtinut fiind detectat prin absorbanta la 420
nm. [19]

Reactivi. Toti compusii trebuie sa fie de puritate analitica si apa trebuie sa fie demineralizata.
- Apa de puritate pentru HPLC sau de calitate echivalenta,
- Acetat de amoniu anhidru,
- Acid acetic concentrat,
- Pentan-2,4-diona (mentinuta la 4°C)
- Fosfat disodic anhidru,
- Acid ortofosforic 85% (d=1,7)
- Metanol de puritate pentru HPLC
- Diclormetan
- Formaldehida 37+40% g/vol,
- Hidroxid de sodiu 1M.,
- Acid clorhidric 1M,
- Acid clorhidric 0,002M
- Solutie de amidon preparatd conform farmacopeei europene (vezi mai sus)
- Solutie standard de iod 0,05M
- Solutie standard de tiosulfat de sodiu 0,1M

Faza mobila : solutie apoasa de fosfat disodic 0,06 M, ajustatd la pH=2,1 cu acid ortofosforic.

Reactiv post-coloand (se foloseste dupa trecerea amestecului pe coloani). Intr-un flacon cotat de 1000
ml se dizolva 62,5 g acetat de amoniu, 7,5 ml acid acetic si 5 ml pentan-2,4-diona. Se aduce la semn cu apa.
Reactivul se tine la intuneric si se pastreazi maximum trei zile la 25°C. In acest timp nu trebuie s se observe
o modificare de culoare a reactivului.

Standard concentrat de formaldehida. Se adauga 10 g formaldehida intr-un flacon cotat de 1000 ml si
se aduce la semn cu apa. Concentratia solutiei se determind astfel: se masoard 5 ml, se adaugad 25 ml solutie
standard de iod si 10 ml solutie de hidroxid de sodiu. Se lasa sa stea timp de 5 min. Se aciduleaza cu 11 ml
HCI si se titreazd excesul de solutie de iod cu solutia standard de tiosulfat, folosind ca indicator solutie de
amidon.



1 ml solutie de iod este echivalenta cu 1,5 ml formaldehida [19].

Solutie standard diluata de formaldehida. Se dilueaza solutia concentrata in proportie de 1/100 in faza
mobild. 1 ml din aceasta solutie contine cca 37 mg formaldehida.
Se calculeaza continutul exact de formaldehida.

Aparatura
- Aparatura de laborator standard,
- Pompd HPLC fara pulsatii
- Pompa fara pulsatii la presiune scazutad pentru reactiv (sau o a doua pompa HPLC)
- Valva de injectie cu bucla de 10 pl
- Reactor post-coloana care are urmatoarele componente :

¢+ un balon cu trei gaturi de 1 litru,

un manson de incalzire de 1 litru,

e

*

X/
X4

L)

doua coloane Vigreux cu minim 10 platane, racit cu aer,

tub din otel inox (pentru schimbul de caldurd) 1,6 mm, diam interior 0,23 mm, lungime =400 mm,
tub de teflon 1,6 mm — diametrul interior 0,30 mm, lungime 5 m,

0 buc piesa in T fara volum mort/nefolosit (Valco sau echivalent)

X/
°

X/
X4

L)

R/ X/
LA X4

trei piese de legatura fard volum mort/nefolosit

- membrana de filtrare cu dimensiunea porilor 0,45 um,

- cartus SEP-PAK sau echivalent,

- coloane gata de a fi folosite (gata asamblate) una din variantele mentionate mai jos :

% Bischoff hypersil RP 18 (tip NC, referinta C 25.46 1805) (5 um, lungime 250 mm, diametrul intern
4,6 mm),

%+ Dupon, Zorbax ODS (5 um, lungime 250 mm, diametrul intern 4,6 mm),

% Phase SEP, sferisorb ODS2 (5 um, lungime 250 mm, diametrul intern 4,6 mm),

- Pre-coloana Bischoff K1, hypersil RP 18 (referinta K1 G 6301 1805) (5 um, lungime 10 mm sau
echivalent).

- Coloana si precoloana sunt conectate cu ajutorul unui sistem Ecotube (referinta A 15020508 Bischoff)
sau echivalent.

- Conexiunile dupa valoarea de injectie trebuie sa fie cat de scurte posibil. In acest caz, tubul de otel
inox intre iesirea din reactor si intrarea in detector are scopul de a raci amestecul inainte de detectare
si temperatura din detector sa fie constanta.

- Detector UV-Vis,

- Sistem de nregistrare,

- Centrifuga, baie ultrasonica,

Agitator cu vibratie (vortex sau echivalent)

Mod de lucru :
Curba de calibrare se obtine prin trasarea grafica a valorilor inregistrate functie de concentratia solutiei
de formaldehida (concentrata sau diluata) [19].
Se prepara solutii standard prin dilutia solutiei de referintd pentru formaldehida cu faza mobild in
urmatoarele proportii:
— 1 ml solutie standard diluata de formaldehida diluata la 20 ml (cca 185 ug/ 100 ml)
— 2 ml solutie standard diluata de formaldehida diluata la 20 ml (cca 370 pg/ 100 ml)
— 5 ml solutie standard diluata de formaldehida diluata la 25 ml (cca 740 ug/ 100 ml)



— 5 ml solutie standard diluata de formaldehida diluata la 20 ml (cca 925 ug/ 100 ml)
Solutiile standard se pot pastra o ord la temperatura camerei si trebuie sa fie proaspat preparate.
Curba de calibrare prezinta liniaritate buna pentru concentratii intre 1 si 15 pug/ml.

Prepararea probelor de analizat.

Emulsii (creme, fond de ten, tus pentru ochi). intr-un flacon de 100 ml cu dop rodat se cantiresc cu
precizie 0,001 g proba de analizat (m grame) care contin cca 100 pg formaldehidd. Se adauga 20 ml
diclormetan si 20 ml acid clorhidric masurate cu precizie. Se amesteca intr-un agitator cu vibratie si o baie cu
ultrasunete. Separa cele doud faze prin centrifugare (3000 rot/min timp de 2 minute). Intre timp se spald
cartusul cu 2 ml metanol, apoi se conditioneaza cu 5 ml apa. Se trec 4 ml faza apoasa prin cartusul conditionat,
se arunca primii 2 ml si se recupereaza fractia urmatoare [19].

Lotiuni, sampoane. Se cantareste cu maximum de exactitate posibild intr-un flacon de 100 ml prevazut
cu dop cat mai aproape de 0,001 g proba de analizat (m grame) ce contin cca 500 pg formaldehida. Se aduce
la 100 ml cu faza mobila. Se filtreaza solutia, se injecteazd sau se trece printr-un cartus conditionat prin
nmetoda mentionat anterior [19].

Toate solutiile trebuie injectate imediat dupa preparare.

Conditiile in care are loc cromatografia :

- Viteza de curgere a fazei mobile: 1 ml/min,

- Viteza de curgere a reactantului : 1,5 ml/min,

- Volumul total scurs la iesirea din detector : 1,5 ml/min,

- Volumul injectat : 10 pl,

- Temperatura de elutie : in cazul separarilor dificile se imerseaza coloana intr-o baie de apa cu gheata
si se lasa 15-20 min pentru stabilizarea temperaturii,

- Temperatura reactiei post-coloana : 100°C,

- Detectarea : 420 nm.

Observatie: Intregul sistem cromatografic si post-coloani trebuie spalat cu apa dupa utilizare. Daci
sistemul nu a fost folosit o perioada mai mare de 2 zile se spald si cu metanol (solventul se trece prin sistemul
cromatografic). Inainte de reconditionare prin sistem se trece apa pentru a evita recristalizarea.

Relatiile de calcul -
Emulsii. Continutul de formaldehida (% g/g) se calculeaza cu urmatoarea relatie :
Cx1076x 100 Cx107*
i 5m ~ S5m
Lotiuni si sampoane. In acest caz formula care se aplica este :
Cx1076x 100 Cx107*

m m

unde m — masa probei analizate (g)
C — concentratia de formaldehida in pug/100 ml cititd de pe curba de calibrare

Repetibilitatea determinarii.
Pentru un continut de 0,05% formaldehida, diferenta intre rezultatele a doua determindri efectuate in
paralel pe aceeasi proba nu trebuie sa depaseasca 0,001%
Pentru un continut de 0,2% formaldehida, diferenta intre rezultatele a doua determindri efectuate in
paralel pe aceeasi proba nu trebuie sa depaseasca 0,005%.



Reactii de identificare a formolului [9].

1. Testul cu rezorcinol. Se amesteca 1 picatura solutie apoasa de rezorcinol 0,5% cu 1-2 ml solutie diluata
de formaldehida si se toarna cu atentie amestecul intr-o eprubeta inclinatd ce contine 1-2 ml acid sulfuric
concentrat.

La interfata intre cele doua lichide se formeaza un inel rosu-violaceu. Dupa un timp, daca solutia nu
este prea diluatd, deasupra inelului rosu violaceu se formeaza inca un inel alb ce confine un precipitat floculat)

[al.

2. Reactia cu hidroxid de sodiu. Se fierb cateva picaturi solutie formaldehida diluata cu putina apa cu 5
ml solutie NaOH 10% timp de 5 min. Se observa ca rasinile ce apar 1n cazul celorlalte aldehide, in acest caz
nu se formeaza. Reactia ce are loc este de forma [9]:

2 HCHO + NaOH — CHsOH + HCOONa

3. Testul cu B-naftol. Se amesteca 3 picaturi formol cu 3 ml alcool 50%, 0,05 g B-naftol si 3-5 picaturi
HCl concentrat. Amestecul se fierbe cu atentie si se observa formarea unui precipitat cristalin, care se filtreaza,
se spala si se recristalizeaza din alcool diluat. Produsul obtinut este metilen di-B-naftolul, cu p.t= 188°C (cu
descompunere) [9].

OH  Ho
H/C— O + 2 E— + H,O

4, Testul cu dimedona. O solutie de formaldehida neutra sau slab acida este tratatd cu o cantitate mica
de solutie alcoolica de 10% dimedona (5,5-dimetil ciclohexan-1,3-diona) si amestecul se agita bine.

Dupa 15-20 minute se filtreaza precipitatul format si se recristalizeaza din etanol diluat. Produsul de
condensare are p.t=189°C [9].

Reglementari. UE si Brazilia permite un continut de formaldehida de max. 0,2% si de max 0,1% pentru
cosmeticele orale si se interzice folosirea ei in produsele tip aerosol.

Produsele care contin mai mult de 500 ppm formaldehida trebuie ca aiba avertizari de tipul ,,Contine
formaldehida”.

De asemenea este permis un continut de formaldehidd de max. 5% in produsele pentru intarirea
unghiilor. In Japonia este interzisa utilizarea formaldehidei [27].



Laborator nr. 2
DETERMINAREA ALUMINIULUI SI ZINCULUI

Metoda gravimetrica de determinare a aluminiului si zinuluic in deodorante.
Reactivi [26]:

a) 8-Hidroxichinolina solutie. Se dizolva 5 g 8-hidroxichinolina in 12 ml acid acetic, se dilucaza
amestecul cu apa la 100 ml. Daca solutia nu este clara se filtreaza. Solutia se poate pastra maximum
2 saptamani.

b) Acetat de amoniu Solutie aprox. 2N. Se dizolva 150-160 g acetat de amoniu in 1 litru de apa si se
filtreaza daca solutia nu este limpede.

c) Acid clorhidric — aprox. 2N

d) Hidroxid de amoniu—aprox. 2N. Consumul de hidroxid de amoniu NH4OH necesar pentru a neutraliza
20 ml HCI 2N (c) trebuie cunoscut cu precizie de = 2 ml.

Pregatirea probelor de analizat.
a. Lichide. Se dilueaza 5 ml proba cu apa pana la 250 ml intr-un flacon volumetric. Daca separa o faza
uleioasa se filtreaza inainte de a fi analizata.

b. Creme si paste. Se cantaresc, cat mai exact, 2-3 g proba intr-un flacon de 250 ml. Se adauga 5 ml HCI
(sau HNOs3 in cazul in care se determind clorurile) si cca 50 ml apa si se incalzeste pana ce uleiurile se
lichefiaza si separa.

Se raceste amestecul pana la solidificarea completa a uleiurilor si apoi se decanteaza stratul apos, prin
intermediul unei palnii de separare, iar stratul inferior se trece peste o hartie de filtru cutata, intr-un flacon de
250 ml.

Filtratul se returneaza in flaconul original si se macereaza complet.

Se repeta extractia de doua ori, se decanteaza dupa cum a fost prezentat mai sus si final se spala foarte
bine reziduul si hartia cu apa.

Extractele se combina si se racesc la temperatura camerei, se dilueaza cu apad pana ajunge la volumul
cotat si se amesteca [26].

Observatie. Nu este necesar sa se returneze hartia de filtru in flacon dupd aceste extractii.

C. Solidele. Se cantaresc cu precizie 2-3 g proba de analizat intr-un balon de 250 ml, se adauga 5 ml HCI
(sau HNOg3 daca se urmareste si determinarea continutului de cloruri) si cca 50 ml apa.

Amestecul se incalzeste la fierbere, apoi se raceste si se filtreaza printr-un filtru cutat intr-un flacon
cotat de 250 ml.

Observatie. Daca filtratul este tulbure / nu este complet transparent se refiltreaza printr-o hartie de
filtru cu porii mai mici.

Se spala foarte bine balonul si hértia cu apa. Se raceste flaconul si continutul acestuia la temperatura
camerei, se aduce la semn cu apa si se amesteca.

Determinarea cantitativa
(@)  Determinarea in absenta metalelor ce pot interfera in timpul analizei.

Se ia o portiune din solutia probei de analizat care contine 12-25 mg Al sau 20-60 mg Zn.

Se adauga 1-2 picaturi de fenolftaleind si apoi sol NH4OH 2N pana la pH neutru sau pana se observa
aparitia unei tubiditati fine, dar permanente.

Se adauga 5 ml acid acetic (1+9) se dilueaza amestecul la cca 100 ml si se incalzeste la 70-90°C.



Se adauga 10 ml solutie 8-hidroxichinolind si apoi, treptat, se adauga solutia de acetat de amoniu pana
la un exces de 20 ml fata de volumul necesar pentru a precipita tot compusul (vezi 0bs de mai jos). Daca se
observa formarea precipitatului persistent la adaugarea 8-hidroxichinolinei, se adaugad doar 20 ml sol acetat
de amoniu.

Se incalzeste sub punctul de fierbere, timp de 2-5 min si se lasa sa stea timp de 30-60 min [19].

Observatie: este necesarda prezenta unui exces moderat de 8-hidroxichinolind pentru a se obtine
precipitatul. Daca se adauga suficient reactiv solutia va avea culoarea galbend; dacad nu se repetd determinarea
folosind o cantitate mai mare de solutie 8-hidroxichinolina.

Se filtreaza printr-o palnie Gooch, cantarita in prealabil, se spald bine cu apa, se usuca timp de 1-2 ore, la
130-140°C, se raceste si se cantareste.

Se usuca inca 30 min, se raceste si se cantareste.

Se repeta ciclul uscare-racire-cantarire pana ce diferenta dintre doua cantariri nu depaseste 0,3 g (se aduce
la pond constant). (varianta alternativa — se lasa precipitatul la uscat peste noapte).

Al = M pp x 0,05871
Zn = M pp X 0,1848

Nota. Valoarea finald a pH-ului solutiei din care sunt precipitate metalele trebuie sa fie 4,9-5,1. Volumul de
solutie de acetat de amoniu necesara pentru a atinge aceasta valoare a pH-ului trebuie determinata de fiecare
data cand se prepara un nou set de reactanti. Daca acetatul de amoniu este pur vor fi necesari 20 ml solutie.

(b)  Determinare in prezenta de magneziu.

Se precipitd ca Tn metoda (a) si se lasa sa stea cca 30 min.

Se decanteazd majoritatea lichidului printr-o hartie de filtru (dacd este necesar precipitatul poate fi si
el transferat total sau partial) iar filtratul se arunca.

Se plaseaza flaconul folosit pentru precipitare sub palnie si se dizolva precipitatul de pe filtru cu solutie
fierbinte de HC1 2N (de obicei sunt de ajuns 20 ml daca se adauga in portiuni mici).

Se spald hartia si palnia cu 20-30 ml apa.

Se adaugd 2 ml solutie 8-hidroxichinolind, 5 ml acid acetic (1+9) si un volum de solutie NH4OH 2N
echivalenta cu cantitatea de HC1 2N folosita pentru dizolvarea precipitatului (nu se adauga in exces).

Se dilueaza amestecul la 100 ml, se incalzeste la 70-90°C si se continud ca la metoda (a) incepand cu
faza de adaugare lenta a acetatului de amoniu [26].

Metoda gravimetrici de determinare a zincului in deodorante
Reactivi
Solutie de 8-hidroxichinaldina. Se dizolva 5 g 8-hidroxichinaldina in 12 ml acid acetic, se dilueaza la
100 ml cu apa si se filtreaza daca solutia nu este clard. (solutia se poate folosi timp de o saptamana). Dacd
produsul nu este pur se recristalizeaza din alcool, folosind 6 ml solvent pentru fiecare gram de baza, purificarea
facandu-se chiar inainte de pregatirea solutiei [25].

Determinarea

Se pipeteaza o parte din solutia probei de analizat (pregatitd ca la metoda anterioard), care contin cca
20-50 g Zn, ntr-un balon de 400 ml.

Se adjusteaza pH-ul solutiei sa fie usor acid, se adauga 1 g tartrat de amoniu daca exista si Al in amestec
si apoi se adauga cate 2 ml solutie 8-hidroxi chinaldina pentru fiecare 10 mg Zn prezente.



Se dilueaza amestecul la 200 ml si se incalzeste la 60-80°C. Se neutralizeazd excesul de acid prin
adaugare de NH4OH pana ce sarea complexa de Zn, care se formeaza la adaugarea fiecarei picaturi, Se
redizolva la agitare.

Se adauga treptat, sub o buna agitare, 45 ml solutie acetat de amoniu si amestecul se lasa sa se raceasca
la temperatura camerei.

Se masoara pH-ul solutiei; dacd nu este 5,7-5,9 se ajusteaza cu solutie de NH4OH si se lasd amestecul
sa stea 10-20 min pentru a atinge echilibrul.

Se decanteaza printr-un creuzet de filtrare Gooch, cantarit in prealabil si se spala precipitatul in balon
de doua ori cu apa fierbinte, de fiecare datd decantand prin creuzet. Final se transfera precipitatul in creuzet si
se spald din nou cu apa fierbinte (volumul total al apelor de spalare trebuie sa fie > 200 ml).

Se usuca creuzetul si precipitatul timp de 2 h la 130-140°C, se raceste si se cantareste.

Se reincalzeste timp de 30 min la 130-140°C, se raceste si se recantareste si se repetd pana ce diferenta
intre doud cantariri succesive ramane constanta [25].

Cantitate Zn = Masa precipitatului x 0,1712.

Metoda colorimetrica de determinare a zirconiului
solubil Tn antiperspirantele tip aerosol
Reactanti
(@) Rosu de Alizarina (alizarin sulfonat de sodiu) solutie. Se dizolva 1,5 g indicator Rosu de Alizarina in
300 ml apa fierbinte. Se raceste, se filtreazd printr-un strat dublu de hartie de filtru de porozitate medie
(Whatman nr.12, 24 sau echivalent). Se dilueaza filtratul la 1 litru cu apa si se refiltreaza. Solutia este stabila
si poate folosi timp de 1 luna [26].
(b) Clorura de zirconil octahidratata. Pentru a prepara solutia standard se cantdresc cat mai exact 500-
600 mg ZrOCl; x 8 H20 intr-un pahar de 400 ml si se dizolva in 50 ml apa.
Se adaugi 4 g NH4NOg si se incilzeste pe baie de api la cca 50°C. Incet, sub agitare continui, se adauga
100 ml NH4OH si se continua incalzirea 20 min.
Se filtreaza fierbinte printr-0 hartie Whatman nr 42 sau echivalent.
Se transfera complet precipitatul cu ajutorul a 2-3 portiuni NH4NO3 2% in NHsOH (2+98).
Se impatureste cu atentie hartia de filtru si se plaseaza intr-un creuzet de Pt de 50 ml.
Se usuca in etuva la 105°C.
Se acopera partial creuzetul si se incélzeste pand ce hartia este complet carbonizata.
Se continua incalzirea cu becul reglat la maxim pand ce creuzetul ajunge la pond constant (masa
constantd).

% Zr = masa reziduu ZrO x 74,03/ masa ZrOCl;, x 8 H»0.

(c) Prepararea curbei standard. Se dizolva o cantitate de ZrOClz x 8 H20 ce contine 200 mg Zr in 70 ml
apa intr-un flacon cotat de 200 ml. Se adauga 110 ml HCIl, se raceste si se dilueaza pana la semn cu apa. Se
obtine o solutie de concentratie 1 mg/ml care se poate pastra timp de o saptamana.

In 4 flacoane cotate de 100 ml se introduc 2, 5, 10 si 15 ml solutie preparati anterior. Se dilueaza fiecare
la semn cu solutie HCI (55+45 apa) si se amesteca bine.

Ca blank se foloseste o solutie de HCI obtinuta din introducerea intr-un flacon cotat a 55 ml solutie
concentratd de HCl si aducere la semn cu apa.

Se pipeteaza in flacoane cotate de 100 ml cate 5 ml din fiecare solutie si de blank si se masoara semnalul
color dat de solutiile ce au urmatoarele concentratii: 0, 100, 250, 500 si 750 pg Zr/100 ml.



In fiecare pahar se adaugi cate 10 ml solutie rosu de alizarind S preparatd dupa metoda prezentati la
pct.a. si cate 8 ml apa.

Se amesteca si se plaseaza pe o baie de apa incalzita la 75+3°C.

Se monitorizeaza temperatura solutiilor cu un termometru plasat intr-un flacon volumetric de 100 ml ce
contine 23 ml apa adaugata la temperatura camerei si plasata in baia de apa simultan cu probele de analizat.
In timpul incilzirii se agitd ocazional probele.

Dupa ce solutiile ajung la 70°C se mentin pe baia de apa inca 6,5 + 1 min. Se scot probele de pe baia de
apa si se lasd sa se raceascd 20 min la temperatura camerei. Se dilueaza toate probele cu apa pana la semn si
se amesteca [25].

Se masoara absorbanta solutiei de analizat A 1n cuve de 2 cm fata de solutia blank, la 525 nm sau
Tnregistrand intreg spectrul in domeniul 700-460 nm. Se plaseaza semnalul dat de A in curba de etalonare si
se determina continutul in pug Zr / 100 ml.

(d) Prepararea probei de analizat. Se indeparteaza capacul si invelitoarea de hartie de pe recipientul de
aerosol. Se cantdreste greutatea flaconului cu precizie de 0,01 g. Se pune la loc capacul si se ingheata
continutul flaconului prin plasarea acestuia in pozitia rasturnata, intr-un pahar cu amestec de zapada carbonica
si acetona si se lasa la racit cel putin o ora.

Se transfera flaconul intr-un pahar mai mic si, cu atentie, se indeparteaza fundul flaconului cu ajutorul
unui desfacator de conserve (operatia se efectueaza la nisd). Fundul flaconului nu se detaseaza complet,
mentindndu-se partial conectat cu restul recipientului. Se lasd componentele volatile sd se elimine la
temperatura camerei.

Dupa ce a Incetat emisia de gaze, se incalzeste flaconul pe baie de apa, la temperaturi medii, pentru a
elimina gazele cu puncte de fierbere mai mari. Se creste temperatura treptat si se mentine pana ce nu se mai
observa degajarea bulelor.

Se plaseaza paharul cu tot cu flacon Tntr-o etuva si se mentine 45 min la 70°C. Se ridica apoi temperatura
la 115°C si se mentine 2,5 ore, agitand ocazional cu o spatuld metalicd. Se scoate din etuva si se raceste la
temperatura camerei.

Se amesteca foarte bine continutul, inclusiv eventualele portiuni din proba aderente pe pereti pentru a
se obtine o concentratie uniforma a probei. Se cantareste flaconul, impreuna cu spatula. Se agitd amestecul
cca 1 min si se cantareste din nou.

Se repeta agitarea urmata de cantarire pand ce deferenta de greutate inregistratd la doud cantariri
succesive nu depaseste 0,01 g.

Se noteaza greutatea si se transfera imediat continutul intr-un flacon de cantarire cu dop (nu este necesar
transferul cantitativ al probei). Se astupa flaconul si se deschide flaconul doar in caz de necesitate pentru a
evita pierderea de produs [25].

Se scoate dopul recipientului pentru aerosol si se spald foarte bine cu apa si alcool pentru a indeparta
toate urmele de componente ale aerosolului. Se usucd capacul, recipientul, spatula la 110°C, pana la masa
constanta.

Se calculeaza masa concentratului prin scaderea masei inregistrate final din masa inregistratda dupa
uscarea componentelor. Masa de amestec initial se calculeazd scazand masa finald (fara capac) din masa
initiala.

(e) Determinare. Se noteaza masa probei de analizat intr-un flacon de cantarire. Se amesteca foarte bine
siseiacca l gcu o spatula. Se calculeaza cantitatea luata in analiza prin diferenta intre masele inainte si dupa
ce s-a luat proba.

Se transfera proba de analizat cat mai complet de pe spatuld in jumatatea inferioard a unui pahar de
600 ml. Se sterge spatula cu o bucata de hartie de filtru, care se introduce si ea in balon. Se adauga 5 ml alcool
si se omogenizeaza proba in alcool cu ajutorul unei baghete de sticla. Se adauga incet 200 ml HCI, sub agitare



viguroasa. Se incélzeste la fierbere pe baie de apa. Se fierbe 2-3 min si se transfera printr-o palnie intr-un
flacon volumetric de 1 L. Se completeaza transferul cu doud portiuni de HCI fierbinte: prima de 200 ml si a
doua de 150 ml. Se incalzeste pe baie de apa si se agitd energic timp de 3-4 min. Se clateste paharul cu 450
ml H20, se adauga la flacon si se amesteca foarte bine. Se raceste la temperatura camerei, se dilueaza la semn
cu HCl si se amesteca foarte bine.

Se lasa materialul nedizolvat sa sedimenteze si sa coaguleze. Se filtreaza printr-un strat dublu de hartie
de filtru Whatman nr.12 sau echivalent si se arunca primii 50 ml.

Se fac dilutiile corespunzatoare cu sol HCI1 (55+45) pentru a obtine o conc de Zr de 40-100 pg / ml.
Se pipeteaza 5 ml solutie proba intr-un flacon cotat de 100 ml si se procedeaza dupa metoda descrisa anterior
(incepand cu adaugarea rosului de alizarind) [26].

% Zr = (C/Ws) X (WC/Wi) x (F/10).

unde: C — ng Zr/100 ml citit direct pe curba de etalonare,
Ws, We, Wi = g proba, concentrat si intact luate in calcul,
F = factorul solutiei diluate.

Determinarea aluminiului
Aceasta metoda poate fi aplicatd pentru determinarea aluminiului prezent in complecsii aluminiu
zirconiu clorurd hidroxid, care se gdsesc in concentratie masica de maximum 12% aluminiu in antiperspirante
ce nu sunt conditionate ca aerosoli [19].

Principiul metodei.
Aluminiul este extras din produs 1n conditii acide si se determina prin spectroscopie de absorbtie atomica
in flacara.
Reactivi. Toti reactivii trebuie sa fie de puritate analitica.
- Acid clorhidric concentrat (d20=1,18 g/ml)
- Solutie HCI 1% v/v: se adauga 10 ml HCI conc la 500 ml apa intr-un pahar, amestecand continuu. Se
transfera solutia intr-un flacon volumetric de 1 litru si se aduce la semn cu apa.
- Solutie standard de Al conc, 1000 mg/ml in solutie de acid azotic 0,5M (,,SpectrosoL” sau echivalent).
- Reactiv clorura de potasiu: se dizolva 10 g clorura de potasiu in 250 ml sol HCI 1% v/v.
Aparatura. Pe langa aparatura normala de laborator este necesar un spectrometru de absorbtie atomica
echipat cu o lampa — catod din aluminiu goala in interior [19].

Mod de lucru. Pentru a determina continutul de Al se foloseste solutie standard concentrata descrisa
anterior [19].

Intr-un flacon volumetric de 100 ml se transfera 5 ml solutie standard conc, misurati cu o pipeta si 10
ml reactiv clorura de potasiu. Se aduce la semn cu sol HCI 1% v/v. si se amesteca.

Conditii pentru spectroscopia de absorbtie atomica. Flama : acetilend / oxid de azot. Lungime de unda :
309,3 nm. Pentru absorbtie maxima se foloseste un debit mare de combustibil.

Calibrare. Intr-o serie de flacoane cotate de 100 ml se pipeteazi 1, 2, 3, 4 si 5 ml din solutia standard
concentrati de aluminiu. In fiecare flacon se adaugi cate 10 ml reactiv clorura de potasiu si se aduce la semn
cu solutie HC1 1% v/v si se amestecd. Aceste solutii vor contine 10, 20, 30, 40 s1 50 ng Al / ml solutie.

Similar se prepara solutia blank, fiind omisa etapa de adaugare a solutiei standard concentrate de Al.



Se masoara absorbanta solutiei blank si se foloseste ca punctul de zero conc. Al pe curba de calibrare.
Se masoara absorbanta fiecarei solutii preparate, se noteaza pe grafic si se traseaza curba de calibrare
absorbanta functie de concentratie.

Determinare. Se masoara absorbanta probei de analizat si de pe curba de calibrare se citeste concentratia
de Al corespunzatoare absorbantei inregistrate de catre proba de analizat [19].

Calcule. Continutul de aluminiu in proba se calculeaza in procente de masa, folosind urmatoarea
formula :

% Al =

5Xxm
unde : m = masa in grame de proba luata pentu analiza.

¢ = concentratia de Al in proba analizata in pg/ml, cititd de pe curba de calibrare.
Repetabilitate. Pentru un continut de aluminiu de 3,5%, diferenta intre rezultatele a doua determinari
efectuate n paralel pe aceeasi proba nu trebuie sa fie mai mare de 0,1 %.

Determinarea Zincului

Aceastd metoda poate fi folosita pentru a determina zincul prezent sub forma de cloruri, sulfati sau 4-
hidroxibenzensulfonat sau un amestec din acesti compusi, prezenti in produsele cosmetice [19].

Continutul de zinc din proba se poate determina gravimetric, sub forma de bis(2-metil-8-chinolil oxid)
si este exprimat in procente masice de zinc in proba.

Principiul metodei. Zincul prezent in solutie este precipitat in mediu acid ca bis(2-metil-8-chinolil oxid)
de zinc.

Dupa filtrarea precipitatului, acesta este uscat si cantarit.

Reactivi.

- Solutie concentrata de amoniac 25% g/g (d=0,91),

- Acid acetic glacial

- Acetat de amoniu

- 2-metil chinolin-8-ol

- Solutie amoniac 6% g/vol. Se introduc 240 g amoniac concetrat intr-un flacon cotat de 1000 ml si se
aduce la semn cu apa distilata. Solutia se amesteca foarte bine.

- Solutie acetat de amoniu 0,2 M. Se dizolva 15,4 g acetat de amoniu in apa distilata, se introduce solutia
ntr-un flacon cotat de 1000 ml si se amesteca.

- Solutie 2-metilchinolin-8-ol. Se dizolva 5 g 2-metilchinolin-8-ol in 12 ml acid acetic glacial si se
transfera cu ajutorul apei distilate intr-un flacon de 100 ml. Se aduce la semn cu apa distilata.

Aparatura i sticlarie
v" Flacoane cotate de 100 si 1000 ml,
Pahare de 400 ml,
Cilindri gradati de 50 si 150 ml,
Pipete gradate de 10 ml,
Creuzete de filtrare G-4,
Flacon de filtrare la vid 500 ml,
Pompa de vid cu apa,
Termometru gradat intre 0 si 100°C,
Exicator cu indicator al nivelului de umiditate si silicagel sau echivalent,
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v Etuva reglata la o temperatura de 150 + 2°C,
v" pH-metru,

v’ Pliti electrica,

v’ Hartie de filtru Whatman nr.4 sau echivalent.

Mod de lucru.

Se cantaresc intr-un pahar de 400 ml 5 + 10 g proba de analizat (M grame), care contin cca 50 ~ 100 mg
Zn, se adaugd 50 ml apa distilata si se amesteca.

Daca este necesar se filtreaza la vid si se retine filtratul. Se repetd etapa de extractie cu inca 50 ml apa
distilatd. Se filtreaza si se combina filtratele.

Pentru fiecare 10 mg Zn prezente in solutie se adauga 2 g sol 2-metilchinolin-8-ol si se amesteca.

Se dilueaza amestecul cu 150 ml apa distilatd, se incalzeste la 60°C si se adauga 45 ml sol acetat de
amoniu 0,2 M, agitand continuu.

Se ajusteazd pH-ul solutiei la 5,7-5,9 cu solutie amoniac 6%, agitdnd continuu, pH-ul solutiei
masurandu-Se cu un pH-metru.

Se lasa solutia sa stea timp de 30 min., se filtreazd cu ajutorul pompei de vid prin intermediul unui
creuzet de filtrare G-4, care a fost uscat inainte de folosire la 150°C si cantarit dupa racire (Mo grame). Se
spala precipitatul cu apa distilata, la 95°C. Se plaseaza creuzetul intr-o etuva reglatd la 150°C si se usuca timp
de o ora.

Dupa ce se scoate din etuva, creuzetul de filtrare se plaseaza in exicator si dupa ce s-a racit la temperatura
camerei se cantareste (M1 grame).

Calcule.

Continutul de zinc din proba se calculeaza ca procent masic % cu ajutorul urmatoarei formule [19]:

(My; — My)x17,12
M
unde: M =masa in grame de proba de analizat,

Mo = masa Tn grame a creuzetului de filtrare uscat gol,

M1 = masa in grame a creuzetului de filtrare cu precipitat.
Repetabilitate
Pentru un continut de Zn de cca 1% g/g, diferenta intre rezultatele a doud determinari efectuate in paralel pe
aceeasl proba nu trebuie sa fie mai mare de 0,1%.

% Zn =




Laborator nr. 3

IDENTIFICAREA SI DETERMINAREA
ACIDULUI p-HIDROXIBENZENSULFONIC

Metoda detaliatd mai jos este aplicabila pentru identificarea si determinarea acidului 4-hidroxi

benzensulfonic in unele produsele cosmetice, cum ar fi: aerosoli sau lotiuni pentru fata [17].
Acidul 4-hidroxibenzensulfonic determinat prin metoda prezentata mai jos va fi exprimat ca procent
masic de 4-hidroxibenzensulfonat de zinc anhidru in produs [19].

Principiul metodei. Mostrele de proba analizate sunt concentrate, la presiune redusa, dizolvate in apa si
purificate prin extractie cu cloroform. Determinarea acidului 4-hidroxibenzen sulfonic se realizeaza prin

metoda iodometrica pe o proba din solutia apoasa filtrata [19].

Reactivi necesari:

HCI conc 36% (d=1,18 g/cm3),

cloroform,

n-butanol,

acid acetic glacial,

iodura de potasiu,

bromura de potasiu,

carbonat de sodiu,

acid sulfanilic,

azotit de sodiu,

bromat de potasiu sol 0,1N,

tiosulfat de sodiu sol 0,1N,

solutie apoasd de amidon 1% (g/vol),

solutie apoasa de carbonat de sodiu 2% (g/vol),

solutie apoasa de azotit de sodiu 4,5% (g/vol),

solutie de ditizona (3-anilino-1-fenil imino-tiouree) in cloroform 0,05% (g/vol),

solvent de developare: n-butanol : acid acetic glacial : apa = 4:1:5 v/v; dupa amestecare in palnia
de separare se pastreaza faza superioara si se indeparteaza faza inferioara.

Reactiv Pauly: se dizolva 4,5 g acid sulfanilic in 45 ml HCI concentrat, sub incalzire usoara,
dupd care solutia obtinuta se dilueaza cu apa pand la 500 ml. Se iau 10 ml solutie finala si se
racesc in baie de apa cu gheata, si apoi se adauga, sub agitare, 10 ml solutie rece de azotit de
sodiu. Amestecul obtinut se lasa sa stea 15 minute, la 0°C (la aceastd temperatura solutia este
stabila timp de 1-3 zile). Imediat inainte de a fi folosita pentru stropire se adauga 20 ml solutie
carbonat de sodiu.

Se pregatesc placutele de celuloza pentru cromatografie in strat subtire (TLC) cu dimensiune 20
x 20 cm si grosime a stratului adsorbant de 0,25 mm.

Aparate si echipamente:
v Baloane de 100 ml cu fund rotund si dop rodat de sticla,
v Palnie de separare 100 ml,
v Flacon conic cu dop de sticla 250 ml,



Biurete 25 ml,

Pipete cu bulb de 1, 2 si 10 ml,

Pipete gradate de 5 ml,

Micro-seringi de 10 ul cu gradatii de 0,1 pl,

Termometru de la 0° la 100°C,

Baie de apa cu incalzire electrica,

Etuva electrica, bine ventilata, reglata la 80°C,

Aparatura pentru realizarea cromatografiei in strat subtire.
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Prepararea probelor: In metoda descrisi mai jos pentru identificarea si determinarea acidului
hidroxibenzensulfonic in aerosoli se foloseste pentru analiza reziduul obtinut dupa evaporarea la presiune
atmosferica a solventilor si propulsorului, dupa eliberarea din flaconul sub presiune [19].

Identificarea calitativa:

Cu ajutorul unei microseringi se adauga 5 ul reziduu sau proba in fiecare din cele 6 puncte de pe linia
de start a cromatogramei, aflate la 1 cm distantd de marginea inferioara a placutei cromatografice.

Se introduce placuta cromatografica in cuva de developare care contine deja sistemul de eluare descris
mai sus. Cromatograma se tine in cuva pana ce frontul de solvent migreaza cca 15 cm de la linia de plecare.

Se indeparteaza placuta din cuva de developare si se usuca la 80°C pana ce nu se mai percepe mirosul
de acid acetic. Se pulverizeaza plicuta cu solutie de carbonat de sodiu si se usuca sub jet de aer.

Se acopera jumatate din cromatograma cu o placutd de sticla si se pulverizeaza cu solutie 0,05%
ditizona. Aparitia unor puncte rosii-violacee pe cromatograma indicd prezenta ionilor de zinc.

Se acopera jumatatea developatd a cromatogramei cu placuta de sticla si se pulverizeaza pe jumatatea
ramasa cu reactiv Pauly. Prezenta acidului p-hidroxibenzensulfonic este indicata prin aparitia unui spot de
culoare galben-bruna cu R de cca 0,26, in timp ce prezenta unui spot galben cu Rt de cca 0,45 indica prezenta
acidului 3-hidroxibenzensulfonic [19].

Determinarea cantitativa.

Se cantaresc 10 g proba sau reziduu intr-un balon cu fund rotund de 100 ml si se evapora pana aproape
de sec cu ajutorul unui rotavapor montat pe o baie de apa, reglata la 40°C [19].

Se masoara cu pipeta 10 ml (V1, ml) apa in balon si se dizolva reziduul de la evaporare sub o usoara
incdlzire.

Se transfera cantitativ solutia Intr-o palnie de separare si se extrage de doua ori cu cate 20 ml cloroform.
Dupa fiecare extractie se Indeparteaza fractia de cloroform.

Se filtreaza solutia apoasa printr-un filtru cutat.

Functie de cantitatea de acid p-hidroxi benzensulfonic care banuim ca se gaseste in proba se masoara cu
pipeta 1 sau 2 ml (V>) filtrat care se introduc Tntr-un flacon conic de 250 ml si se dilueaza cu 75 ml apa.

Se adauga 2,5 ml HC1 36% si 2,5 g bromurd de potasiu, se amestecd si se Incdlzeste la 50°C pe baie de
apa. Cu ajutorul unei biurete se adauga bromat de potasiu 0,1N pana ce solutia, aflatd tot la 50°C, devine
galbena.

Se adauga inca 3 ml solutie bromat de potasiu, se astupa cu dopul rodat si se lasa sa stea 10 minute pe
baie de apa la 50°C.

Dacé dupa 10 minute solutia se decoloreaza se mai adauga 2 ml solutie bromat de potasiu, se astupa
flaconul si se mai mentine 10 minute pe baie, la 50°C. Se noteaza cantitatea totald de bromat de potasiu
adaugata (a).

Se raceste solutia la temperatura camerei, se adauga 2 g iodura de potasiu si se amesteca.



Iodul format se titreaza cu solutie tiosulfat de sodiu 0,1N. Aproape de sfarsitul titrarii se adauga cateva
picaturi de solutie de amidon ca indicator. Se noteaza cantitatea folosita de tiosulfat (b).

Calcule
Cantitatea de hidroxibenzensulfonat de zinc din proba sau reziduu se calculeaza ca procent masic (%
g/g) cu ajutorul urmatoarei formule [19]:

(a—b)x V; x0,00514 x100
m XV,

% hidroxibenzensulfonat de zinc =

unde: a-— cantitatea totala de solutie bromat de potasiu 0,1 N adaugata (ml),

b — cantitatea totala de sol. tiosulfat de sodiu 0,1 N adaugata la titrare (ml),

m — cantitatea de proba sau reziduu analizata (mg),

V1 — volumul de proba sau reziduu luat pentru analiza (ml),

V2 —volumul de reziduu de evaporare dizolvat, luat pentru analiza (ml),

Observatie: in cazul aersolilor, rezultatul masuratorilor reziduului, exprimat in % masice, trebuie

exprimat functie de cantitatea de produs original. In scopul efecturii acestei conversii, se face referire la
regulile de preluare de mostre din aerosoli.

Repetabilitate. in cazul unui produs cosmetic ce contine cca 5% hidroxibenzensulfonat de zinc, diferenta
ce apare Intre rezultatele a doua determinari realizate in paralel, pe aceeasi proba, nu trebuie sa fie mai mare
de 0,5%.

Interpretarea rezultatelor.

Conform directivei europene nr 76/768/EEC privind produsele cosmetice, concentratia masica maxima
aprobata de 4-hidroxibenzensulfonat de zinc in lotiunile de fata si deodorante este de 6% [27].

Datorita formuldrii produselor cosmetice, aldturi de deteminarea cantitatii de acid 4-hidroxi-
benzensulfonic se impune si o determinare a cantitatii de zinc.

Prin multiplicarea valorii obtinute pentru hidroxibenzen sulfonatul de zinc cu un factor egal cu 0,1588,
se obtine o valoare ce reprezintd continutul minim teoretic de zinc ce trebuie sa se regaseasca in produsul
cosmetic.

Continutul real de zinc din produsul cosmetic se masoard gravimetric si trebuie sa fie mai mare sau egal
cu valoarea teoretica deoarece produsul cosmetic mai poate contine clorura sau sulfat de zinc. [19]

Identificarea si determinarea 2-fenoxietanolului, 1-fenoxipropan-2-olului
si a 4-hidroxibenzoatului de metil, etil, propil, butil si benzil

Aceasta metoda foloseste cromatografia in strat subtire pentru identificarea 2-fenoxietanolului, 1-
fenoxipropan-2-olului, si parabenilor de metil, etil, propil, butil si benzil in produsele cosmetice [19].

Principiul metodei. Conservantii mentionati anterior sunt extrasi din proba cosmetica acidifiata cu
acetona.

Dupa filtrare solutia de acetona este amestecatd cu apa, iar acizii grasi sunt precipitati in mediu alcalin
ca saruri de calciu.

Amestecul alcalin acetona/apa este extras cu dietileter pentru a indeparta substantele lipofile. Dupa
acidifiere, conservantii sunt extrasi cu dietileter.



O portiune din extract este pusa pe o placuta de silicagel.
Dupa developarea placutei, cromatograma se expune la lumina UV sau se vizualizeaza utilizand reactiv
Millon [19].

Reactivi:

Toti reactivii trebuie sa fie de puritate analitica. Apa trebuie sa fie distilata sau cu acelasi grad de puritate.

Acetona,

Dietileter,

n-Pentan,

Metanol,

Acid acetic glacial,

Acid clorhidric solutie 4 mol/l,

Hidroxid de potasiu solutie 4 mol/l,

Clorura de calciu dihidratata (CaClz x 2 H20)

Reactiv Millon — reactiv de detectie. Reactivul Millon (nitrat de mercur II) este o solutie gata
preparata disponibild comercial.

2-Fenoxietanol,

1-Fenoxipropan-2-ol

4-Hidroxibenzoat de metil (metilparaben)

4-Hidroxibenzoat de etil (etilparaben)

4-Hidroxibenzoat de n-propil (propilparaben)

4-Hidroxibenzoat de benzil (benzilparaben)

Solutii de referinta: se prepara solutii de concentratie 0,1% g/vol din toti conservantii mentionati
mai sus ih metanol

Solvent de developare: se amesteca 88 volume de n-pentan cu 12 volume de acid acetic glacial.

Aparatura si sticlarie:

Sticlarie de laborator,

Baie de apa capabila sa mentind temperatura de 60°C,

Cuva de developare pentru cromatograma,

Sursa de lumina UV 254 nm,

Placute cromatografice 20 x 20 cm, acoperite cu un strat de 0,25 mm silicagel 60F254

Etuva capabild sd mentind temperatura de 105°C,

Uscator de par cu aer cald,

Trafalete pentru vopsea cu lungime de cca 10 cm si diametrul exterior de aproximativ 3,5 cm.
Grosimea stratului de material textil trebuie sa fie 2-3 cm (dacd este necesar se tunde din lungimea
firului)

Tuburi din sticla de 50 ml cu capac infiletat,

Plita de incalzire electrica, cu reglare termostatata a temperaturii. Temperatura se seteaza la 80°C.
Pentru a obtine o distributie uniforma a caldurii, platanul fierbinte se acopera cu bucati de aluminiu
cu dimensiuni 20 x 20 cm si grosime de aproximativ 6 mm.

Mod de lucru:
Prepararea probei: Se cantaresc aproximativ 1 g proba intr-un flacon de sticla de 50 ml cu capac
infiletat. Se adaugd 4 picaturi de solutie de HCI si 40 ml acetona.



Pentru produsele cosmetice puternic bazice (cum e de ex. sapunul de toaletd) se adauga 20 picaturi de
solutie HCI.

Se inchide tubul, se incédlzeste amestecul la cca 60°C pentru a facilita extractia conservantilor in faza de
acetona si se agita viguros timp de 1 minut [19].

Se masoara pH-ul solutiei cu hartie indicatoare de pH si se ajusteaza cu solutie de HCI pana la pH < 3.
Se agita viguros timp de inca un minut.

Se raceste solutia la temperatura camerei si se filtreaza printr-o hartie de filtru ntr-un flacon conic.

Se transfera 20 ml filtrat Intr-un flacon conic de 200 ml, se adauga 60 ml apa si se amesteca. Se ajusteaza
pH-ul amestecului la = 10 cu solutie de hidroxid de potasiu si hartie indicatoare de pH.

Se adauga 1 g clorura de calciu dihidrata si se agita viguros.

Se filtreaza solutia printr-0 hartie de filtru intr-o palnie de separare de 250 ml ce contine 75 ml dietileter
si se agita viguros timp de un minut.

Se permite celor doud faze sa separe si se colecteaza stratul apos intr-un flacon conic de 200 ml. Se
ajusteaza pH-ul solutiei la = 2 cu solutie de HCl si hartie indicator de pH.

Ulterior se adauga 10 ml dietileter si se agitd viguros timp de 1 minut. Se permite fazelor sa separe si se
transfera aproximativ 2 ml din stratul de dietileter intr-o fiola de 5 ml.

Cromatografia in strat subtire (TLC): Se plaseaza o placutd TLC pe placa de aluminiu incalzita. Se
aplica cate 10 pl din fiecare solutie de referinta si 100 pl din solutia probei pe linia de start a placutei de TLC.
Daca se doreste se poate folosi un jet de aer cald pentru a facilita evaporarea solventului. Se indeparteaza
placuta TLC de pe plita incalzita si se raceste la temperatura camerei. Se transfera 100 ml solvent de
developare intr-o cuva cromatografica [19].

Placuta TLC se introduce imediat in camera cromatografica nesaturata si se developeaza la temperatura
camerei, pana ce frontul solventului ajunge la 15 cm de linia de start. Se scoate placuta din cuva de developare
si se usucd cu un jet de aer cald cu ajutorul uscédtorului de par.

Se examineaza placa sub lumind UV si se marcheaza spoturile observate. Se incélzeste placuta timp de
30 minute in etuva la 100°C pentru a indeparta excesul de acid acetic. Conservantii se pot vizualiza cu ajutorul
reactivului Millon prin inmuierea trafaletului in reactiv si rulare peste placuta TLC pand ce aceasta este
umectatd uniform. Ca o metoda alternativa de vizualizare se poate picura cu atentie reactiv Millon peste fiecare
spot marcat in lumina UV.

Esterii acidului 4-hidroxibenzoic apar ca spoturi de culoare rosie, 2-fenoxietanolul si 1-fenoxipropan-2-
ol ca spoturi galbene. Acidul 4-hidroxibenzoic ca atare (care se poate regasi si el in produsele cosmetice fie
ca produs de descompunere a parabenilor, fie ca atare) va fi tot ca un spot rosu.

Identificare. Se calculeaza valorile Rf pentru fiecare spot. Se compara spoturile obtinute pentru solutiile
de analizat cu cele pentru solutiile de referinta, ludnd in calcul atat valorile Ry, cat si comportarea sub lumina
UV si culoarea dupa vizualizare. Se trag concluzii preliminare legate de natura conservantilor folositi.

Dacd parabenii sunt prezenti, se aplica identificarea prin metoda HPLC. Se combina rezultatele obtinute
prin TLC cu cele obtinute prin HPLC pentru a confirma prezenta parabenilor, 2-fenoxietanolului si 1-
fenoxipropan-2-olului.

Observatie. Datorita toxicitatii, reactivul Millon trebuie aplicat prin una din metodele mentionate
anterior. Nu se recomanda stropirea.

Si alti compusi care contin grupe OH pot da reactie de culoare cu reactivul Millon. Pentru conservantii
studiati , valorile Rf sunt prezentate in tabelul urmator [19]:

Compus Rt Culoare
acid 4-hidroxibenzoic 11 rosu
metilparaben 12 rosu




etilparaben 17 rosu
propilparaben 21 rosu
butilparaben 26 rosu
benzilparaben 16 rosu
2-fenoxietanol 29 galben
1-fenoxipropan-2-ol 50 galben

Nu se observa separarea acdidului 4-hidroxibenzoic fatd de metilparaben sau a benzilparabenului fata
de etilparaben. Identificarea acestor compusi trebuie efectuata cu ajutorul metodei HPLC si prin compararea
timpilor de retentie obtinuti pentru proba cu timpii de retentie pentru standarde.

Determinarea conservantilor prin HPLC

Aceata metoda detaliaza determinarea prezentei 2-fenoxietanolului, 1-fenoxipropan-2-olului, 4-
hidroxibenzoatului de metil, 4-hidroxibenzoatului de etil, 4-hidroxibenzoatului de propil, 4-
hidroxibenzoatului de butil si 4-hidroxibenzoatului de benzil in produsele cosmetice [19].

Cantitatea de conservanti determinatd prin aceastd metoda se exprima in procente masice.

Principiul metodei. Proba este acidifiata prin adaugare de acid sulfuric si apoi suspendata intr-un
amestec de etanol si apa. Amestecul este incalzit usor pentru topirea lipidelor, astfel avand loc o extractie
avansatd; amestecul obtinut este apoi filtrat. Conservantii din filtrat sunt determinati prin HPLC cu faza
inversa utilizand 4-hidroxibenzoatului de izopropil ca standard intern.

Reactivi.

Toti reactivii trebuie sa fie de puritate analitica si potriviti pentru a fi utilizati la HPLC. Apa trebuie sa
fie distilata, sau de puritate echivalenta [19].

- Etanol absolut,

- 2-Fenoxietanol,

- 1-Fenoxipropan-2-ol,

- 4-Hidroxibenzoat de metil (metilparaben),

- 4-Hidroxibenzoat de etil (etilparaben),

- 4-Hidroxibenzoat de n-propil (propilparaben),

- 4-Hidroxibenzoat de izopropil (izopropilparaben),

- 4-Hidroxibenzoat de n-butil (butilparaben),

- 4-Hidroxibenzoat de benzil (benzilparaben),

- Tetrahidrofuran,

- Metanol,

- Acetonitril,

- Solutie acid sulfuric 2 M,

- Amestec etanol/apa (se amesteca 9 volume etanol cu un volum apa).

Solutie standard intern. Se cantaresc aproximativ 0,25 g izopropilparaben si se transfera intr-un flacon
volumetric de 500 ml, se dizolva si se aduce la semn cu amestecul etanol/apa.

Faza mobila. Este un amestec de tetrahidrofuran / apa / metanol / acetonitril. Se amesteca 5 volume
tetrahidrofuran cu 60 volume apd, 10 volume metanol si 25 volume acetonitril.

Solutiile concentrate de conservanti. Se cantaresc cu precizie cca 0,2 g 2-fenoxietanol, 0,2 g 1-
fenoxipropan-2-ol, 0,05 g metilparaben, 0,05 g etilparaben, 0,05 g propilparaben, 0,05 g butilparaben si 0,025



g benzilparaben si se aduce intr-un flacon volumetric de 100 ml, se dizolva si se aduce la semn cu amestec
etanol/apa. Se poate pastra la frigider timp de o sdptamana.

Solutiile standard ale conservantilor. Din solutiile concentrate se transfera: 20 ml, 10 ml, 5 ml, 2 ml si
1 ml in flacoane volumetrice de 50 ml. In fiecare flacon se adauga 10 ml solutie de standard intern si 1 ml
solutie de acid sulfuric si se aduce la volum cu amestecul etanol/apd. Aceste solutii se prepara proaspat imediat
inainte de analiza.

Aparatura si sticlarie: Sticlarie normala de laborator si:

- Baie de apa capabild sa mentina temperatura 60°C + 1°C,

- Cromatograf lichid de inalta performanta cu detector UV la lungimea de unda 280 nm,

- Coloana analitica din otel inoxidabil 25 cm x 4,6 mm sau 12,5 cm x 4,6 mm umplute cu Nucleosil
5C18 sau echivalent,

- Tuburi de sticla de 100 ml cu capac infiletat,

- Centri de fierbere, carborundum (silicon carbid) cu dimensiuni de 2-4 mm sau echivalent.

Mod de lucru. [19]

Prepararea probei fara adaos de standard intern. Se cantaresc aproximativ 1 g proba intr-un tub de 100
ml cu capac infiletat.

Se adauga cu pipeta 1 ml solutie acid sulfuric si 50 ml amestec etanol/apa.

Se adaugd apoi cca 1 g centri de fierbere, se inchide tubul si se agitd puternic pand ce se obtine o
suspensie omogena (se agita cel putin 1 min).

Se plaseaza tubul pentru 5 min in baia de apd mentinutd la 60°C + 1°C pentru a facilita extractia
conservantilor in faza de etanol.

Tubul se raceste imediat sub jet de apa rece si se introduce extractul in frigider pentru o ora. Se filtreaza
prin hartie de filtru.

Circa 2 ml din filtrat se transfera intr-un flacon pentru probe de 5 ml. Extractul se pastreaza in frigider
pana se efectueaza analiza HPLC, dar nu mai mult de 24 ore.

Prepararea probei de analizat cu adaos de standard intern. Se cantaresc la a treia zecimala 1 g+ 0,1 g
proba intr-un tub de 100 ml cu capac infiletat.

Se pipeteazd 1 ml acid sulfuric si 40 ml amestec etanol/apa in tub.

Se adauga cca 1 g centri de fierbere si exact 10 ml solutie de standard intern. Se inchide tubul si se agita
puternic pana ce se obtine o suspensie omogena (se agitd minim 1 min).

Se introduce tubul timp de 5 min in baia de apa incalzita la 60°C pentru a facilita extractia conservantilor
in faza etanolica.

Se raceste imediat tubul sub jet de apa rece de la robinet si se introduce extractul in frigider pentru exact
o ord. Se filtreaza prin hartie de filtru.

Se transfera aproximativ 2 ml filtrat intr-o fiola pentru probe de 5 ml (solutia de analizat). Se tine la
frigider si se efectueaza determinarea HPLC 1n intervelul de 24 ore de la obtinere.

Cromatografia lichida de inalta performanta.
Conditiile cromatografice sunt:
- Faza mobila: amestec tetrahidrofuran/apa/metanol/acetonitril
- Debitul de curgere: 1,5 ml/min
- Lungime de unda de detectie 280 nm



Calibare.

Se injecteaza 10 pl din fiecare solutie standard de conservant.

Din cromatogramele obtinute se determina raportul intre inaltimea picurilor obtinute pentru solutiile
standard de conservanti si cea inregistrata pentru standardul intern.

Se deseneaza curba pentru fiecare conservant in parte.

Determinarea.

Se injecteaza 10 pl solutie proba de analizat fard standard intern in cromatograf si se Inregistreaza
cromatograma.

Se injecteaza 10 pl din una din solutiile standard de conservant si se inregistreaza cromatograma. Se
compara cu cromatograma obtinuta.
Dacd in cromatograma extractului probei de analizat si apare un pic cu acelasi timp de retentie ca al

izoparabenului (recomandat ca standard intern) se continua prin injectarea a 10 ul solutie de proba cu adaos
de standard intern.

Se inregistreaza cromatogramele obtinute si se masoara inaltimea picurilor.

Daca se observa un pic ce interfera in cromatograma probei de analizat care are aproximativ acelasi timp
de retentie cu al izopropilparabenului se va selecta un alt standard intern.

Dacd unul din conservantii analizati este absent din cromatograma probei, acest conservant se poate
folosi ca standard intern.

Se calculeaza raportul intre indlfimea picurilor obtinute pentru conservantii analizati si indltimea picului
standardului intern.

Se stabileste dacd pentru solutiile standard folosite in etapa de calibrare raspunsul obtinut este liniar.

De asemenea, se determind daca cromatogramele obtinute pentru solutiile standard si pentru proba de
analizat indeplinesc urmatoarele conditii [19]:
- Separarea picurilor trebuie sd fie de minim 0,9 (separatia picurilor se calculeaza cu 1
relatia p = f/g) LN
Daca nu se obtine gradul de separare dorit, fie se foloseste o coloana mai eficienta, A
fie se ajusteaza compozitia fazei mobile pana ce este indeplinita aceasta cerinta. gt =
- Factorul de asimetrie As pentru toate picurile trebuie sa fie cuprins intre 0,9 si 1,5.
Pentru a inregistra cromatograma in scopul determindrii factorului de asimetrie este recomandat sd se
foloseasca o viteza de Inregistrare a spectrului de cel putin 2 cm/min.
Trebuie sa se inregistreze o linie de bazd uniforma. Factorul de asimetrie
se determind cu relatia As = b/a

1 ~

Calcule. < [a| »
Se foloseste curba de calibrare si rapoartele intre inaltimile =
picurilor pentru conservanti si cele ale standardului intern pentru a calcula concentratia conservantilor in proba

de analizat. Concentratia wi, exprimata ca procent masic se calculeaza folosind urméatoarea formula:

b;
200 X a

%Wi =

unde:  bi = concentratia (ug/ml) de conservant i in solutia de analizat cititd pe curba de calibrare
A =masa (g) a probei analizate.



Observatii.

Faza stationarda. Comportarea solutilor la retentie in determindrile HPLC depinde de tipul, marca si
istoricul fazei stationare.

Daca o anumita coloand poate fi folositd pentru separarea conservantilor analizati se poate determina
din rezultatele obtinute pentru solutiile standard ale acestora.

Alaturi de tipul de coloana propus, s-a observat ca se pot folosi ca materiale de umplutura Hypersil ODS
si Zorbax ODS.

Ca o metoda alternativa, compozitia recomandata pentru faza mobila poate fi optimizatd pentru a obtine
separarea doritd pentru componente.

Lungimea de unda de detectie. Procedeele experimentale au aratat ca o modificare mica a lungimii de
unda utilizate poate avea efect semnificativ asupra rezultatelor determinarilor. Astfel, acest parametru trebuie
controlat foarte strict in timpul determinarii.

Interferente. In cazul folosirii conditiilor mentionate in acest experiment, in afara compusilor doriti mai
sunt separati numerosi alti compusi, cum ar fi unii aditivi cosmetici, timpii de retentie pentru acestia putand fi
gasiti In literatura.



Laborator nr. 4
DETERMINAREA REZORCINEI

Aceastd metoda prezintd determinarea rezorcinei cu ajutorul cromatografiei de gaz.
Metoda identifica rezorcina prezentd In sampoane sau lotiuni pentru par in concentratie 0,1 + 2%
procente masice [19].

Principiul metodei.

Rezorcinolul si 3,5-dihidroxitoluenul (5-metilrezorcinol) adaugat ca standard intern sunt separate din
proba prin intermediul cromatografiei in strat subtire. Ambii compusi sunt izolati prin rdzuirea spoturilor de
pe placa cromatografica si extractie cu metanol. Final, compusii extrasi sunt uscati, sililati si determinati prin
cromatografie de gaz [19].

Reactivi.

Toti reactivii trebuie sa fie de puritate analitica.

- Acid clorhidric 25% (g/9),

- Metanol,

- Etanol 96% (v/v),

- Placute de silicagel din plastic sau aluminiu cu indicator fluorescent. Pentru dezactivare se procedeaza
dupd cum urmeaza: se stropesc cu apa placutele de preacoperite cu silicagel pana ce este umectat uniform.
Se lasd placutele la uscat la temperatura camerei 1+3 ore. Daca placutele nu sunt dezactivate pot aparea
pierderi de rezorcinol prin adsorbtie ireversibila pe silicagel.

- Solvent de developare: acetona : cloroform : acid acetic = 20:75:5 v/v.

- Solutia standard de rezorcinol: se dizolva 400 mg rezorcinol in 100 ml etanol (1 ml corespunde la 4000
ug rezorcinol).

- Solutie standard intern: se dizolva 400 mg 3,5-dihidroxitoluen (DHT) in 100 ml etanol 96% (1 ml
corespunde la 4000 png DHT).

- Amestec standard: se amesteca 10 ml solutie standard de rezorcinol cu 10 ml solutie solutie standard intern
ntr-un flacon volumetric de 100 ml, se aduce la semn cu etanol 96% si se amesteca bine. (1 ml corespunde
la 400 pg rezorcina si 400 ug DHT).

- Agenti de sililare (compusi organosiliconici care inlocuiesc un atom de H activat dintr-o molecula organica
cu o grupare organosiliconicd): N,O-bis-(trimetilsilil)trifuoroacetamida (BSTFA), hexametildisilazan
(HMDS), trimetilclorsilosan (TMCS).

Apatatura: echipamentul uzual pentru cromatografie in strat subtire si sticldrie de laborator.

Mod de lucru: [19]

Prepararea probei de analizat. Se cantaresc cu precizie, intr-un pahar de 150 ml o portiune de proba de
analizat (m grame) care contine cca 20-50 mg rezorcina.

Se acidifiaza cu acid clorhidric pana ce amestecul devine acid (sunt necesari 2-4 ml acid), se adauga 10
ml (40 mg DHT) solutie standard intern si se amesteca. Se transfera intr-un flacon volumetric de 100 ml cu
etanol, se aduce la semn cu etanol si se amesteca bine [19].

Se aplica 250 pl solutie pe o placutd de silicagel dezactivata ca o linie continua de aproximativ 8§ cm
lungime. Linia se traseaza cat se poate de ingusta.

Se aplica 250 ul amestec standard pe aceeasi placa, in acelasi mod.



Pe linia de start se spoteaza doud puncte pe fiecare punandu-se cate 5ul din solutia standard de rezorcina
si solutia standard intern pentru a ajuta la localizarea spoturilor corespunzatoare pe placa dupa developare.

Developarea placii se realizeaza intr-o cuva necaptusitd cu hartie de filtru, umpluta cu solvent de
developare pana ce nivelul frontului de solvent ajunge la o distantd de 12 cm de linia de start (de obicei dureaza
cca 45 minute).

Se usuca placa cromatografica cu aer cald si se localizeaza spoturile de rezorcind/DHT sub lumina UV
(254 nm).

Cei doi compusi au aproximativ aceleasi valori Ry.

Se marcheaza benzile cu un creion la 2 mm de marginea exterioara intunecata a benzilor.

Se indeparteaza aceste zone si se colecteaza adsorbentul din fiecare banda intr-o sticla de 10 ml [19].

Se extrage adsorbentul ce contine proba si cel ce contine amestecul standard prin urmatoarea metoda:
se adauga 2 ml metanol si se extrage timp de o ord, sub agitare continud. Se filtreazd amestecul si se repeta
extractia timp de alte 15 min cu 2 ml metanol. Se combind cele doud extracte si se evapora solventul prin
uscare peste noapte intr-un exicator umplut cu material de uscare corespunzator [19].

Observatie. Amestecul nu se incélzeste!!

Se siliteaza reziduul dupa una din cele doud metode prezentate mai jos:

a. Se adauga 200 pl BSTFA cu o microseringa si se lasa amestecul intr-un recipient inchis timp de 12
ore la temperatura camerei.

b. Se adauga, succesiv200 ul HMDS si 100 ul TMCS cu 0 microseringa si se incéalzeste amestecul timp
de 30 min, la 60°C, intr-un flacon inchis. Se raceste la temperatura camerei.

Cromatografia de gaz
Conditii cromatografice. Coloana trebuie sd functioneze cu o rezolutie, R, egala sau mai buna de 1,5,
definita dupa cum urmeaza [19]:

2d'(r; — 1)
w; +w,

R =

unde:  rysirz —timpii de retentie ai celor doud picuri (min)
W1 si w2 — latimea picurilor la jumdtate din inaltime (mm)
d’ — viteza inregistrarii diagramei (mm/min)

Experimental s-au gasit a fi adecvate urmatoarea coloana si urmatoarele conditii cromatografice [19]:

Coloana material: otel inox
lungime: 200 cm
diametru intern: ~3mm
umplutura: OV-17 10% pe Chromosorb WAW retea 100 x 120
Detector in flama ionizata
Temperatura - coloana: 185°C (izoterm)
- detector: 250°C

- portul de injectie ~ 250°C.
Gaz purtator:  azot
Curgere: 45 ml/min
pentru setarea curgerii hidrogenului si aerului se urmeaza instructiunile producatorului.



Se injecteaza 1+3 pl solutie obtinutd anterior In cromatograful de gaz. Se efectueaza 5 injectii pentru
fiecare solutie in parte, se masoara aria picului, se face media si se calculeaza raportul ariei picurilor:

S = aria picului pt rezorcina / aria picului pentru DHT.

Calcule.
Concentratia rezorcinei in proba, exprimata in procente masice se calculeaza cu relatia [19]:

4 S roba
% rezorcina = — X P

Samestec standard

unde: M = masa probei testate (grame)
Sproba = media ariei picului pentru solutia probei de analizat
Samestec standard = Media ariei picului pentru amestecul standard.

Reproductibilitate. Pentru un continut de rezorcind de cca 0,5%, diferenta intre rezultatele obtinute

pentru doud determinari efectuate in paralel, pe aceeasi proba, nu trebuie sa depaseasca valoarea absolutd de
0,025% [19].



