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Method using high performance liquid chromatography

Дата введения 2011-07-01

1 О бласть прим енения

Настоящий стандарт устанавливает определение содержания свободного и выделяемого фор­
мальдегида в коже методом высокоэффективной жидкостной хроматографии (ВЭЖХ). Данный метод 
является избирательным и не обладает чувствительностью по отношению к окрашенным экстрактам.

Содержание формальдегида измеряется количеством свободного и извлеченного в результате 
гидролиза формальдегида, содержащимся в водном экстракте кожи при стандартных условиях.

2 С опоставим ость  м етодов

При сравнении метода настоящего стандарта с методом, установленным в ISO 17226-2, отклоне­
ния результатов для обоих аналитических методов должны быть сопоставимыми, но абсолютные 
значения результатов испытаний могут не совпадать. Поэтому при возникновении разногласий при­
менение метода настоящего стандарта является предпочтительным.

3 Н орм ативны е ссы л ки

Для применения настоящего стандарта необходимы следующие ссылочные стандарты. Для да­
тированных ссылок применяют только указанное издание ссылочного стандарта, для недатированных 
ссылок применяют последнее издание ссылочного стандарта (включая все его изменения).

ISO 2418:2002 Кожа. Испытания химических, физических свойств, механические испытания и ис­
пытания на прочность. Местоположение образцов

ISO 3696:1987 Вода для лабораторного анализа. Технические требования и методы испытаний
ISO 4044:2008 Кожа. Химические испытания. Подготовка образцов для химического анализа
ISO 4684:2005 Кожа. Химические испытания. Определение содержания летучих веществ

4 С ущ ность метода

Метод определения является избирательным. Формальдегид отделяется от других альдегидов и 
кетонов и количественно определяется в виде его производного методом жидкостной хроматографии. 
Детектируется свободный формальдегид и формальдегид, извлеченный при проведении экстракции в 
результате гидролиза.

Пробу экстрагируют раствором детергента при 40 °С. Экстракт смешивают с 2,4-динитрофенил- 
гидразином, вступающим в реакцию с альдегидами и кетонами с образованием соответствующих гид- 
разонов. Гидразоны разделяют методом ВЭЖХ с обращенной фазой, детектируют при длине волны 
360 нм и проводят их количественное определение.

Издание официальное
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5 Реактивы

Если не указано иное, используют реактивы с аналитической степенью чистоты. Вода должна 
иметь степень чистоты 3 по ISO 3696:1987. Все растворы являются водными.

5.1 Реактивы для приготовления основного раствора формальдегида
5.1.1 Раствор формальдегида с массовой долей приблизительно 37 %.
5.1.2 Раствор йода концентрации 0,05 моль/л (12,68 г йода в 1 л раствора).
5.1.3 Раствор гидроксида натрия концентрации 2,0 моль/л.
5.1.4 Раствор серной кислоты концентрации 2,0 моль/л.
5.1.5 Раствор тиосульфата натрия концентрации 0,1 моль/л.
5.1.6 Раствор крахмала с массовой долей 1 % (1 г крахмала в 100 мл воды).

5.2 Реактивы для метода ВЭЖХ
5.2.1 Раствор додецилсульфоната натрия (детергента) с массовой долей 0,1 % (1 г детергента 

в 1 000 мл воды).
5.2.2 Раствор динитрофенилгидразина (ДНФГ), полученный растворением 0,3 г ДНФГ (2,4-ди- 

нитрофенилгидразина) в 100 мл концентрированной (с массовой долей 85 %) о-фосфорной кислоты. 
(ДНФГ перекристаллизовывают из водного раствора ацетонитрила с массовой долей 25 %).

5.2.3 Ацетонитрил

6 Аппаратура

Аппаратура, обычно используемая в лабораториях, а также следующая аппаратура:
6.1 Мерные колбы вместимостью 10, 500 и 1 000 мл.
6.2 Колбы Эрленмейера вместимостью 100 и 250 мл.
6.3 Стекловолоконный фильтр GF3 (или стеклянный пористый фильтр G3 диаметром от 70

до 100 мм).
6.4 Водяная баня, обеспечивающая поддержание температуры (40 ± 0,5) °С, оснащенная устрой­

ством для встряхивания колб или мешалкой.
6.5 Термометр с ценой деления 0,1 °С в диапазоне от 20 °С до 50 °С.
6.6 Система ВЭЖХ с ультрафиолетовым детектированием при длине волны 360 нм.
6.7 Мембранный фильтр, полиамидный, с размером пор 0,45 мкм.
6.8 Аналитические весы, обеспечивающие взвешивание с точностью отсчета до 0,1 мг.

7 Проведение определения

7.1 Определение содержания формальдегида в основном растворе
7.1.1 Приготовление основного раствора формальдегида
Пипеткой переносят 5 мл раствора формальдегида (5.1.1) в мерную колбу вместимостью 1 000 мл

(6.1) , содержащую приблизительно 100 мл воды, и доводят объем раствора в колбе деминерализо­
ванной водой до метки. Полученный раствор является основным раствором формальдегида.

7.1.2 Определение
Пипеткой переносят 10 мл полученного раствора в колбу Эрленмейера вместимостью 250 мл

(6.2) и перемешивают с 50 мл раствора йода (5.1.2). Добавляют раствор гидроксида натрия (5.1.3) до 
появления желтой окраски. Выдерживают в течение (15 ± 1) мин при 18 °С -  26 °С для протекания 
реакции и затем добавляют при перемешивании 15 мл серной кислоты (5.1.4).

После добавления 2 мл раствора крахмала (5.1.6) титруют избыток йода раствором тиосульфата 
натрия (5.1.5) до изменения окраски. Проводят три параллельных определения. Аналогичным обра­
зом проводят титрование не менее двух холостых растворов, где раствор формальдегида заменен на 
10 мл воды.

_  (К) ~  Ц ) х х МFA
Pfa 2  ’

где pfa -  концентрация основного раствора формальдегида, мг/10 мл;
Vo -  объем раствора тиосульфата натрия, израсходованный на титрование холостого рас­

твора, мл;
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Vi -  объем раствора тиосульфата натрия, израсходованный на титрование раствора пробы, мл;
Мрд -  относительная молекулярная масса формальдегида, 30,02 г/моль;
Ci -  концентрация раствора тиосульфата натрия, моль/л.

7.2 Определение содержания формальдегида в коже методом ВЭЖХ
7.2.1 Отбор и подготовка образцов
Отбор образцов по возможности проводят в соответствии с ISO 2418. Если проведение отбора 

образцов в соответствии с ISO 2418 невозможно (например, в случае отбора образцов готовой про­
дукции: обуви, одежды и др.), в протоколе испытания приводят подробное описание метода отбора 
образцов. Измельчают кожу в соответствии с ISO 4044.

Если результат определения должен быть указан в пересчете на сухое вещество, проводят ис­
пытание другого образца этой же кожи по ISO 4684 для определения содержания влаги.

7.2.2 Экстрагирование
Взвешивают (2 ± 0,1) г кожи в подходящем сосуде. Пипеткой переносят 50 мл раствора детерген­

та (5.2.1) в колбу Эрленмейера и нагревают до 40 °С. Переносят предварительно взвешенное коли­
чество кожи в колбу, затем закрывают ее стеклянной пробкой (см. следующий абзац). Перемешивают 
содержимое колбы или равномерно встряхивают колбу при (40 ± 0,5) °С в водяной бане (6.4) в тече­
ние (60 ± 2) мин. Сразу же после этого теплый экстрагирующий раствор отфильтровывают под вакуу­
мом через стекловолоконный фильтр (6.3) в колбу. Охлаждают фильтрат в закрытой колбе до ком­
натной температуры 18 °С -2 6  °С.

Не допускается изменять соотношение кожа/раствор. Экстрагирование и определение следует 
проводить в один и тот же день.

7.2.3 Реакция с ДНФГ
Пипеткой переносят 4 мл ацетонитрила (5.2.3), аликвоту отфильтрованного элюата (7.2.2) объе­

мом 5 мл и 0,5 мл раствора ДНФГ (5.2.2) в мерную колбу вместимостью 10 мл (6.1). Доводят объем 
раствора в колбе деминерализованной водой до метки и встряхивают колбу рукой для перемешива­
ния содержащихся в ней компонентов. Оставляют раствор не менее чем на 60 мин, но не более чем 
на 180 мин. После фильтрования через мембранный фильтр (6.7) анализируют пробу методом 
ВЭЖХ. Если полученное значение концентрации находится за пределами калибровочного диапазона, 
объем фильтрата уменьшают.

7.2.4 Условия хроматографирования методом ВЭЖХ (рекомендуемые)
Приведенные условия являются рекомендуемыми. Необходимо проверять полноту определения 

для метода ВЭЖХ (7.2.7), результаты проверки при этом должны находиться в диапазоне значений, 
приведенных в таблице А.1.

Скорость потока -1 ,0  мл/мин.
Подвижная фаза -  ацетонитрил/вода, 60:40.
Разделительная колонка -  колонка с обращенной фазой С18 и предколонкой (1 см, RP18).
Длина волны ультрафиолетового детектирования -  360 нм.
Объем вводимой пробы -  20 мкл.
Примечание -  Примером подходящей разделительной колонки, имеющейся в продаже, является колонка
Merck 100, СН 18,2 (с высокой плотностью покрытия, 12 % С)1).
7.2.5 Построение калибровочного графика
Пипеткой переносят 0,5 мл основного раствора формальдегида, полученного в соответствии с 7.1.1, 

с известным содержанием формальдегида в мерную колбу вместимостью 500 мл (6.1), предвари­
тельно наполненную водой объемом приблизительно 100 мл. Перемешивают полученный раствор, 
доводят водой до метки и снова перемешивают. Полученный раствор является стандартным раство­
ром для калибровки, т. е. стандартным раствором является раствор, содержащий приблизительно 2 мг 
формальдегида на миллилитр.

1) Данная информация приведена для удобства пользователя настоящего стандарта и не является реко­
мендацией ISO по использованию данной продукции.

3



СТБ ISO 17226-1-2010

В каждую из шести мерных колб вместимостью 10 мл (6.1) вводят 4 мл ацетонитрила (5.2.3), 
затем добавляют в колбы соответственно 0,5; 1,0; 2,0; 3,0; 4,0 и 5,0 мл стандартного раствора для 
получения серии калибровочных растворов с различными концентрациями. Сразу же после введения 
раствора формальдегида (5.1.1) содержимое каждой колбы перемешивают и добавляют 0,5 мл рас­
твора ДНФГ (5.2.2). Доводят объем растворов в колбах деминерализованной водой до метки и пере­
мешивают. Не менее чем через 60 мин, но не более чем через 180 мин проводят анализ растворов 
после их фильтрования через мембранный фильтр (6.7) методом ВЭЖХ. Строят калибровочный гра­
фик зависимости площади пика производного формальдегида от его концентрации, выраженной в 
миллиграммах на 10 мл.

7.2.6 Расчет содержания формальдегида в образцах кожи

т

где Wf -  концентрация формальдегида в образце с округлением до 0,01, мг/кг;
ps -  концентрация формальдегида, установленная по калибровочному графику, мкг/10 мл;
F -  коэффициент разбавления, мл; 
т -  масса образца кожи, г.

7.2.7 Измерение полноты определения методом добавки известного количества определяемого 
вещества

В мерную колбу вместимостью 10 мл (6.1) вводят 4 мл ацетонитрила (5.2.3) и добавляют аликвоту 
фильтрата, полученного в соответствии с 7.2.2, объемом 2,5 мл. Затем добавляют точно рассчитанный 
объем стандартного раствора формальдегида, чтобы получить концентрацию, равную той, которая 
была определена в образце.

Проводят последующую обработку данного раствора и определение pS2 в соответствии с проце­
дурами, приведенными в 7.2.3. Выполняют измерение полноты определения и записывают получен­
ное значение в протокол испытания.

^  _ (Ps2 ~ 0.5ps) x 100 
Pfai

где pS2 -  концентрация формальдегида, установленная по калибровочному графику, мкг/10 мл;
Ps -  концентрация формальдегида в образце, не содержащем добавку, мкг/10 мл;
Pfai -  количество добавленного формальдегида, мкг/10 мл;
Rr -  степень извлечения с округлением до 0,1, %.

8 Вы раж ение результатов

Результат определения выражают в виде концентрации формальдегида в испытуемом образце 
кожи с округлением до 0,1 мг/кг.

Если результат определения должен быть указан в протоколе испытания в пересчете на сухое 
вещество, умножают полученный результат определения на коэффициент 100(100 -  w), где w -  со­
держание влаги в процентах (%), определенное по ISO 4684. Если результаты представлены в пере­
счете на сухое вещество, указывают это в протоколе испытания.

9 П ротокол испы тания

Протокол испытаний должен содержать следующую информацию:
a) ссылку на настоящий стандарт;
b) тип, происхождение и обозначение испытанного образца кожи и использовавшийся метод отбора;
c) использовавшиеся условия аналитического определения;
d) результат аналитического определения содержания формальдегида;
e) любое отклонение от аналитической процедуры, в частности информацию о применении до­

полнительных операций;
1) дату испытания;
д) результат определения в пересчете на сухое вещество.
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П риложение А
(справочное)

Т очность : д остове рн о сть  результатов  метода вы со коэф ф ективной  
ж ид костной  хром атограф ии

При проведении совместных испытаний образцов кожи с неизвестным содержанием формальде­
гида с участием 10 лабораторий были получены следующие данные.

Таблица А.1 -  Показатели, характеризующие достоверность результатов метода высокоэффективной 
жидкостной хроматографии

Образец
кожи

Среднее содержание 
формальдегида, мг/кг

Повторяемость г, 
мг/кг

Воспроизводимость R, 
мг/кг

Полнота 
определения, %

А 7,65 1,27 3,13 94
В 17,69 3,82 7,97 96
С 28,69 5,40 11,42 91
D 102,16 20,82 64,33 94
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