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Gesamte Rechtsvorschrift fur Kosmetik — Analysenverordnung, Fassung vom 10.01.2018

Langtitel

Verordnung des Bundesministers fiir Gesundheit, Sport und Konsumentenschutz tiber Analysenmethoden
zur Kontrolle der Zusammensetzung der kosmetischen Mittel (Kosmetik — Analysenverordnung)

StF: BGBI. Nr. 95/1995 [CELEX-Nr.: 380L1335, 3820434, 383L0514, 385L0490, 387L0143,
390L0207, 393L0073]

Anderung

BGBI. Nr. 546/1996 [CELEX-Nr.: 395L.0032]
BGBI. 1l Nr. 383/1997 [CELEX-Nr.: 396L.0045]

Praambel/Promulgationsklausel

Auf Grund der 8§88 27 Abs. 1 und 42 Abs. 4 des Lebensmittelgesetzes 1975, BGBI. Nr. 86, zuletzt
geéndert durch das Bundesgesetz BGBI. Nr. 756/1992, wird verordnet:

Text

8 1. Amtliche Kontrollen von kosmetischen Mitteln sind in bezug auf
1. die Probenahme (Anlage 1),
2. die Vorbereitung der Proben im Laboratorium (Anlage 2),
3. den Nachweis und die quantitative Bestimmung des freien Natrium- und Kaliumhydroxids
(Anlage 3),
4. den Nachweis und die quantitative Bestimmung von Oxalséure und ihrer alkalischen Salze in
Haarpflegemitteln (Anlage 4),
. die Bestimmung des Chloroformgehalts in Zahnpasten (Anlage 5),
. die Bestimmung des Zinkgehalts (Anlage 6),
. den Nachweis und die quantitative Bestimmung der Phenolsulfonséure (Anlage 7),
. den Nachweis von Oxidationsmitteln und die quantitative Bestimmung von Wasserstoffperoxid
in Haarpflegemitteln (Anlage 8),
9.den Nachweis und die halbquantitative Bestimmung von oxidierenden Farbstoffen in
Haarfarbemitteln (Anlage 9),

10. den Nachweis und die quantitative Bestimmung von Nitrit (Anlage 10),

11. den Nachweis und die quantitative Bestimmung von freiem Formaldehyd (Anlage 11),

12. die quantitative Bestimmung des Resorcingehalts in Shampoos und Haarlotionen (Anlage 12),

13. die quantitative Bestimmung von Methanol im Verhéltnis zu Ethanol oder Propanol-2 (Anlage
13),

14. die quantitative Bestimmung von Dichlormethan und 1.1.1-Trichlorethan (Anlage 14),

15. den Nachweis und die quantitative Bestimmung von 8-Chinolinol und dessen Sulfat (Anlage 15),

16. die quantitative Bestimmung von Ammoniak (Anlage 16),

17. den Nachweis und die quantitative Bestimmung von Nitromethan (Anlage 17),

18. den Nachweis und die quantitative Bestimmung von Thioglykolsdure in Dauerwellenpréparaten,
Haarentkrauselungsmitteln und Enthaarungsmitteln (Anlage 18),

19. den Nachweis und die quantitative Bestimmung von Hexachlorophen (Anlage 19),
20. die quantitative Bestimmung von Tosylchloramidum natricum (Anlage 20),
21. die quantitative Bestimmung von Gesamtfluorid in Zahnpasten (Anlage 21),

22.den Nachweis und die quantitative Bestimmung von quecksilberorganischen Verbindungen
(Anlage 22),

23. die quantitative Bestimmung von Alkali- und Erdalkalisulfiden (Anlage 23),
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24,
25.
26.
27.

28.
29.
30.
31.

32.

33.
34.

35.

36.

37.

38.

den Nachweis und die quantitative Bestimmung von Glycerin-1-(4aminobenzoat) (Anlage 24),
die quantitative Bestimmung von Chlorbutanol (Anlage 25),
den Nachweis und die quantitative Bestimmung von Chinin (Anlage 26),

den Nachweis und die quantitative Bestimmung von anorganischen Sulfiten und Bisulfiten
(Anlage 27),

den Nachweis und die quantitative Bestimmung von Alkalichloraten (Anlage 28),

den Nachweis und die quantitative Bestimmung von Natriumjodat (Anlage 29),

den Nachweis und die quantitative Bestimmung von Silbernitrat (Anlage 30)

den Nachweis und die quantitative Bestimmung von Selensulfid in Antischuppen-Shampoos
(Anlage 31)

die quantitative Bestimmung von Idslichem Barium und Strontium in Farbpigmenten in Form
von Salzen oder Lacken (Anlage 32)

den Nachweis und die Bestimmung von Benzylalkohol (Anlage 33)

den Nachweis von Zirkonium und die Bestimmung von Zirkonium, Aluminium und Chlor in
nichtaerosolférmigen Antitranspirantien (Anlage 34)

den Nachweis und die Bestimmung von Hexamidin, Dibromhexamidin, Dibrompropamidin und
Chlorhexidin (Anlage 35)

den Nachweis und die quantitative Bestimmung von Benzoesdure, 4-Hydroxybenzoeséure,
Sorbinséure, Salicylsaure und Propionséaure (Anlage 36),

den Nachweis und die quantitative Bestimmung von Hydrochinon,
Hydrochinonmonomethylether, Hydrochinonmonoethylether und Hydrochinonmonobenzylether
(Anlage 37)

den Nachweis und die quantitative Bestimmung von 2-Phenoxyethanol, 1-Phenoxypropan-2-ol,
Methyl-, Ethyl-, Propyl-, Butyl- und Benzyl-4-hydroxybenzoat (Anlage 38)

nach den in den Anlagen beschriebenen oder gleichwertigen *) Methoden durchzufiihren.

*) Als gleichwertig sind Analysenmethoden anzusehen, die im Rahmen der jeweiligen Fragestellung
vergleichbare Ergebnisse liefern. Vergleichbare Ergebnisse sind jedenfalls dann zu erwarten, wenn die in
der Verordnung genannten Verfahrenskenndaten von angewandten Verfahren erreicht oder (bertroffen

werden.

§ 2. Diese Verordnung tritt mit dem ihrer Kundmachung folgenden Monatsersten in Kraft.

1.

Anlage 1

I. PROBENAHME VON KOSMETISCHEN MITTELN
ZWECK UND ANWENDUNGSBEREICH

Diese Vorschrift beschreibt die Probenahme von kosmetischen Mitteln, die in den verschiedenen
Laboratorien untersucht werden.

. DEFINITIONEN

Einzelprobe:

Einheit, die aus einer zum Verkauf bestimmten Partie entnommen ist;

Gesamtprobe:

Summe aller Einzelproben mit demselben Herstellungskennzeichen;

Laborprobe:

Teilmenge der Gesamtprobe, die fur die einzelnen Laboratorien bestimmt ist;

Versuchsmenge:

der firr eine Analyse erforderliche Teil der Laborprobe;

Behaltnis:

Gegenstand, der ein Erzeugnis enthalt, und der mit dem Erzeugnis stdndig in Berthrung kommt.

. PROBENAHME
. Kosmetische Mittel werden in ihrer Originalpackung entnommen und unveréndert dem

Laboratorium zugeleitet.
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3.2.

3.3.

4.2.

4.3.

5.2.

5.3.

1.2.

1.3.

1.4.

2.2.

3.2.

Bei kosmetischen Mittel die in GroRpackungen oder im Einzelverkauf nicht in der
Originalpackung des Herstellers auf den Markt gebracht werden, werden fiir die Probenahme am
Ort, ihrer Verwendung bzw. des Verkaufs besondere Vorschriften erlassen.

Aus der Analysenvorschrift und der Zahl der durch jedes Laboratorium vorzunehmenden
Analysen ergibt sich die Anzahl an Einzelproben, die fiir eine Laborprobe erforderlich sind.

. IDENTIFIZIERUNG DER PROBEN
. Die Proben sind am Ort der Probenahme geméR den geltenden Vorschriften des betreffenden

Mitgliedstaats, in dem die Probenahme erfolgt, zu versiegeln und zu identifizieren.
Auf jeder Probe sind folgende Angaben anzubringen:

— Name des kosmetischen Mittels,

— Datum, Stunde und Ort der Probenahme,

— Name der mit der Probenahme beauftragten Person,

— Name der die Untersuchung durchfiihrenden Behérde.

Uber die Probenahme wird gemaR den in dem betreffenden Mitgliedstaat geltenden Vorschriften
ein Bericht erstellt.

. LAGERUNG DER PROBEN
. Die Einzelproben sind entsprechend den vom Hersteller auf dem Etikett angegebenen

Anweisungen zu lagern.

Sofern keine besonderen Anweisungen bestehen, sind alle Laborproben bei einer Temperatur
zwischen 10 °C und 25 °C und lichtgeschutzt aufzubewahren.

Die Einzelproben sind erst im Augenblick des Analysebeginns zu 6ffnen.

Anlage 2

1. VORBEREITUNG DER PROBEN IM LABORATORIUM

. ALLGEMEINES
. Die Analysebestimmung wird an jeder Einzelprobe durchgefiihrt. Sofern die Menge zu Klein ist,

wird eine Mindestzahl von Einzelproben sorgféltig gemischt, bevor die Laborprobe entnommen
wird.

Das Behéltnis wird gedffnet — sofern es die entsprechende Analysemethode vorsieht unter inerter
Atmosphdre — und die fir die Analyse notwendigen Versuchsmengen mdglichst rasch
entnommen. Danach werden die Analysen unverziglich durchgefihrt. Wenn die Probe
konserviert werden muR3, wird das Behéltnis unter inerter Atmosphére wieder verschlossen.

Kosmetische Mittel konnen in flissigem, festem oder pastdsem Zustand sein. Es kann
vorkommen, daB urspringlich homogene Erzeugnisse spater in mehreren Phasen vorliegen. In
solchen Féllen missen sie erneut homogenisiert werden.

Sofern ein kosmetisches Mittel auf besondere Weise zum Verkauf angeboten wird, so dal3 nicht
im Einklang mit diesen Vorschriften verfahren werden kann, und sofern keine zutreffenden
Untersuchungsmethoden bestehen, kann nach eigenen Methoden verfahren werden, wenn diese
in schriftlicher Form als Teil des Analyseberichts festgelegt werden.

. FLUSSIGPHASEN
. In diesem Zustand befinden sich Erzeugnisse wie ,,Eau de toilette*, Lotionen, Losungen, Ole,

milchige Zubereitungen, die in Flakons, Flaschen, Ampullen oder Tuben verpackt sind.
Entnahme der Versuchsmenge:

— Vor dem Offnen das Behéltnis kraftig schitteln.

— Offnen.

— Einige Milliliter der Flussigkeit werden zur visuellen Prifung in ein Reagenzréhrchen
gegeben, um festzustellen, welche Eigenschaften das Erzeugnis bei der Entnahme der
Versuchsmenge hat.

— Behaltnis wieder verschlielen oder die bendtigte Versuchsmenge entnehmen.
— Behaltnis wieder sorgfaltig verschlieRen.

. PASTOSE PHASEN
. In diesem Zustand befinden sich Erzeugnisse wie Pasten, Cremes, Emulsionen und Gele, die in

Tuben, Druckflaschen oder Tiegel verpackt sind.
Entnahme der Versuchsmenge:
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Zwei Falle sind mdglich:

3.2.1. Behaltnisse mit enger Offnung (Tube, Druckflasche). Mindestens den ersten Zentimeter des zu
analysierenden Produkts beseitigen. Versuchsmenge entnehmen und Behéltnis sofort wieder
verschlieRen.

3.2.2. Behaltnis mit weiter Offnung (Tiegel). Oberflache leicht wegschaben, um die oberste Schicht zu
entfernen. Die Versuchsmenge entnehmen und das Behéltnis sofort wieder verschlielen.

4. FESTE PHASEN

4.1. In diesem Zustand befinden sich Erzeugnisse wie Puder, Kompaktpuder oder Stifte, die in
Schachteln oder Dosen verpackt sein kdnnen.

4.2. Entnahme der Versuchsmenge:
Zwei Félle sind moglich:

4.2.1. Puder. Vor dem Entstopseln oder Offnen Puder kraftig schiitteln. Offnen und Versuchsmenge
entnehmen.

4.2.2. Kompaktpuder oder Stift. Durch leichtes Schaben Oberflache des festen Kérpers entfernen und
Versuchsmenge entnehmen.

5. DRUCKGASPACKUNGEN (Aerosole)

5.1. Diese Erzeugnisse sind in 8 2 der Aerosolpackungsverordnung, BGBI. Nr. 560/1994 i.d.j.g.F,
definiert.

5.2. Laborprobe:
Die Druckgaspackung wird zunéchst kraftig geschdttelt. Sodann wird eine représentative Menge
des Inhalts mittels eines AnschlulRstiicks (siehe Abbildung 1) in eine mit einem Aerosolventil
ausgestattete kunststoffbeschichtete durchsichtige Flasche Ubergeleitet. Die Flasche besitzt kein
Steigrohr. In Sonderfallen kann die Analysenmethode die Verwendung anderer AnschluBstiicke
vorsehen. Durch dieses Uberleiten wird der Inhalt der Druckgaspackung gut sichtbar. Vier Falle
sind moglich:

5.2.1. Der Inhalt ist eine homogene LOsung. Er ist als solcher flr die weitere Analyse direkt

verwendbar.

5.2.2. Der Inhalt besteht aus zwei FlUssigphasen. Jede einzelne Phase kann nach dem Umfillen der
untersten Phase in eine zweite Aufnahmeflasche analysiert werden. Beim Umfillen muB die erste
Aufnahmeflasche mit dem Ventil nach unten gehalten werden. Die untere Phase ist hdufig walrig
und enthalt kein Treibgas mehr (Fall Butan/Wasser).

5.2.3. Der Inhalt besteht aus einem Puder in Suspension. Nach Abtrennung des Puders kann die
Flissigphase analysiert werden.

5.2.4. Aerosolschaum. In die Aufnahmeflasche wird eine Menge von ca. 5 bis 10 Gramm 2-
Methoxyathanol genau eingewogen. Dieser Stoff verhindert bei der Entgasung die
Schaumbildung, so dal? die Treibgase ohne Flissigkeitsverlust abgetrennt werden kénnen.

5.3. Hilfsmittel

Das AnschluBstiick P1 (siehe Abbildung 1) wird aus Duraluminium oder aus Messing
angefertigt. Es ist so beschaffen, dal es mittels eines AnschlufRstiicks aus Polyéathylen an die
unterschiedlichen Ventilsysteme paft (sieche Abbildungen 2 und 3). Die Aufnahmeflasche (siehe
Abbildung 4) bestent aus weiBem Glas, das auBen mit einer durchsichtigen
Kunststoffschutzschicht uberzogen ist. Der Flascheninhalt betrégt 50 bis 100 ml. Die Flasche ist
mit dem Ventil, aber ohne Steigrohr ausgestattet.

5.4. Verfahren

Um eine ausreichende Menge uberzuleiten, ist es erforderlich, die Luft aus der Flasche zu
verdrédngen. Zu diesem Zweck werden mittels des AnschluBstiicks P1 ungeféhr 10 ml
Dichlordifluormethan oder Butan (je nach Art des zu untersuchenden Aerosols) eingefillt. Dieses
14t man bis zum vollkommenen Verschwinden der fliissigen Phase verdampfen; die Flasche ist
dabei mit dem Ventil nach oben zu halten. Das AnschluBstiick wird abgetrennt und die
Aufnahmeflasche gewogen (,,a* Gramm). Die Druckgaspackung, von der eine Probe entnommen
werden soll, wird kréftig geschittelt. Nun wird das AnschluRstick P1 auf das Ventil der
Druckgasflasche aufgesetzt (Ventil nach oben), dann die Aufnahmeflasche P, (Hals nach unten)
auf das Anschlustiick P1 angeschlossen und gedriickt. Auf diese Weise wird die
Aufnahmeflasche bis zu etwa 24 gefiillt. Wird die Uberleitung aufgrund eines Druckausgleichs
vorzeitig unterbrochen, so kann sie durch Abkiihlen der Aufnahmeflasche fortgesetzt werden.
Das AnschluB3stiick P1 wird abgenommen, die gefiillte Aufnahmeflasche gewogen (,,b*“ Gramm)
und das Gewicht des Uibergeleiteten Erzeugnisses (m;) ermittelt (m; = b — a).
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54.1.

5.4.2.
54.2.1.

54.2.2.

54.23.

54.24.

Die auf diese Weise erhaltene Probe kann verwendet werden:

1. fr die Ubliche chemische Analyse,

2. fur eine gaschromatographische Analyse der fliichtigen Bestandteile.

Chemische Analyse

Mit der Aufnahmeflasche — Hals nach oben — wird nun wie folgt verfahren:

— Verdampfen. Wenn durch die Verdampfung Schaum gebildetwird, so st eine
Aufnahmeflasche zu verwenden, in die zuvor mittels einer Injektionsspritze durch das
AnschluBstiick P1 eine bekannte Menge von 2-Methoxyéthanol (ca. 5 bis 10 g) eingegeben
wird.

— Die quantitative Abtrennung der fliichtigen Bestandteile wird durch Bewegen im Wasserbad
von 40° C vervollstandigt.

— Nach erneutem Wiegen der Aufnahmeflasche (,,c Gramm) wird das Gewicht des Riickstands
(my) ermittelt (m, = ¢ — a).

(Bei der Berechnung des Gewichts des Rickstands ist gegebenenfalls die Menge des
zugegebenen Methoxyéthanols zu berlcksichtigen.)

— AnschluB3stiick P1 von der Aufnahmeflasche abnehmen;

— Riickstand in einer bekannten Menge eines geeigneten Losungsmittels quantitativ [6sen;

— Durchfiihrung der gewiinschten Analyse an einer aliquoten Teilmenge.

Formeln flr die Berechnung:

r - m2 R -P

und Q = ——;

R=
ml 100

dabei ist:
m1 = das Gewicht des in die Aufnahmeflasche Ubergeleiteten Erzeugnisses,
m2 = das Gewicht des Riickstands nach Erwéarmen bei 40° C,
r = Prozentanteil der enthaltenen Substanz in m2 (Bestimmung durch geeignete Methode),
R = Prozentanteil der enthaltenen Substanz im gesamten Erzeugnis,
Q = absolute Gesamtmenge der enthaltenen Substanz in der Druckgaspackung,
P = Nettogewicht der urspriinglichen Druckgaspackung.
Gaschromatographische Analyse der flichtigen Bestandteile
Prinzip
Aus der Aufnahmeflasche P, wird mittels einer Injektionsspritze zur Gaschromatographie eine
ausreichende Menge an Flissigkeit entnommen. Der Inhalt der Spritze wird sodann in den
Chromatograph injiziert.
Hilfsmittel

Injektionsspritze zur Gaschromatographie (Abbildung 5) ,,Precision sampling®, Serie A2 (oder
gleichwertige Spritze). Diese Spritze ist an ihrem Nadelende mit einem Verschluhahn versehen.
Die Spritze ist mit der Aufnahmeflasche durch das AnschluBstiick P1 und durch ein Polyathylen-
Réhrchen (Lange 8 mm, Durchmesser 2,5 mm) verbunden.

Verfahren

Nach Uberleitung einer ausreichenden Menge des Erzeugnisses in die Aufnahmeflasche mittels
des AnschluBRstiicks P1 wird das konische Ende der Spritze, wie unter 5.4.2.2 beschrieben, auf
die Aufnahmeflasche aufgesetzt. Bei gedffnetem VerschluBhahn wird eine ausreichende Menge
an Flussigkeit angesaugt; Gasblasen durch wiederholtes Hin- und Herbewegen des Kolbens
entfernt (erforderlichenfalls Kiihlen der Spritze). Wenn die Spritze eine ausreichende Menge an
blasenfreier Flussigkeit enthalt, wird der VerschluBhahn geschlossen und die Spritze von der
Aufnahmeflasche geldst. Nun wird eine Nadel aufgesetzt, die Spritze in das EinlaBsystem der
Chromatographen eingefiihrt, der VerschluBhahn gedffnet und injiziert.

Interner Standard

Sofern die Anwendung eines internen Standards erforderlich ist, so kann dieser ebenfalls mit
Hilfe einer Spritze und eines Anschlu3stiicks in die Aufnahmeflasche eingegeben werden.
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Abbildung 4
Aufmabmeflasche
Inhalt 50 bis 100 ml
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Abbildung 5§

Injektionsspritze zur
Gaschromatographle

Anlage 3

1. NACHWEIS UND QUANTITATIVE BESTIMMUNG DES FREIEN NATRIUM-
UND KALIUMHYDROXIDS
1. ZWECK UND ANWENDUNGSBEREICH
Die Methode beschreibt die Identifizierung signifikanter Mengen freier Natrium- und/ oder
Kaliumhydroxide in kosmetischen Mitteln und die quantitative Bestimmung des freien Natrium-
und Kaliumhydroxids in Entkrauselungsmitteln und Nagelhautentfernern.
2. DEFINITION
Freies Natrium- und Kaliumhydroxid wird durch die bei der Neutralisation des kosmetischen
Mittels unter den vorgeschriebenen Bedingungen verbrauchte (eingestellte) S&uremenge
bestimmt. Die titrierte Menge wird als freies Natriumhydroxid angegeben.
3. PRINZIP
Die Probe wird in Wasser geldst oder dispergiert und mit einer eingestellten Saure titriert. Die
pH-Wertanderung wird im Verlauf der S&urezugabe registriert. Bei einer einfachen Natrium-
oder Kaliumhydroxidlésung entspricht der Endpunkt einer eindeutigen maximalen neutralisierten
Mengedes registrierten pH-Wertes.
Die normale Titrationskurve kann veréndert werden durch die Anwesenheit von
a) Ammoniak und andere schwache organische Basen, die selbst eine verhaltnisméRig flache
Titrationskurve aufweisen. Ammoniak wird bei dieser Methode durch Verdampfen bei
vermindertem Druck bei Zimmertemperatur entfernt;
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b) Salzen schwacher Séuren, die eine Titrationskurve mit mehren Umschlagspunkten ergeben
kénnen. In solchen Féllen entspricht nur der erste Teil der Kurve bis zu dem ersten
Umschlagspunkt der Neutralisation des Hydroxid-lons durch das freie Natrium- oder
Kaliumhydroxid.

Ein Alternativverfahren — die Titration in alkoholischer Lésung — ist dort anzuwenden, wo eine
groRere Storung durch Salze schwacher Séuren verursacht wird.

Auch wenn theoretisch die Mdglichkeit besteht, da andere l6sliche starke Basen, wie zum
Beispiel Lithiumhydroxid und quaterndre Ammoniumhydroxide einen hohen pH-Wert
verursachen koénnten, ist ihre Anwesenheit in kosmetischen Mitteln dieser Art sehr
unwahrscheinlich.

4. IDENTIFIZIERUNG
4.1. Reagenzien

4.1.1. standardisierte alkalische Pufferlésung mit einem pH von 9,18:0,05 M Natriumtetraborat-
Dekahydrat.

4.2. Apparative Ausristung
4.2.1. Ubliche Laborglaser
4.2.2. pH-Meter
4.2.3. Glaselektrode
4.2.4. standardisierte Kalomelelektrode.
4.3. Verfahren
Die Eichung des pH-Meters erfolgt mit Hilfe der Pufferlésung (4.1.1).

Eine 10%ige L&sung oder Dispersion der Probe ist in Wasser anzusetzen und abzufiltern; der pH-
Wert ist zu messen. Bei einem pH-Wert von > 12 ist eine quantitative Bestimmung
vorzunehmen.

5. QUANTITATIVE BESTIMMUNG
5.1. Titration in waBriger Losung
5.1.1. Reagenzien
5.1.1.1. 0,1 N HCI.
5.1.2. Apparative Ausriistung
5.1.2.1. Ubliche Laborglaser
5.1.2.2. pH-Meter, eventuell mit Schreiber
5.1.2.3. Glaselektrode
5.1.2.4. standardisierte Kalomelelektrode.
5.1.3. Verfahren

In ein 150-ml-Becherglas werden etwa 0,5 bis 1,0 g der Probe genau eingewogen. Nach Zugabe
einiger Siedesteinchen wird das Becherglas, sofern Ammoniak vorhanden ist — in einen
Vakuumexsikkator gestellt und mit einer Wasserstrahlpumpe drei Stunden lang evakuiert, bis
kein Ammoniakgeruch mehr wahrnehmbar ist. Danach werden 100 ml Wasser hinzugefiigt, der
Riickstand homogenisiert und mit 0,1 N Salzsaure (5.1.1.1) titriert. Die Anderung des pH-Wertes
ist zu registrieren (5.1.2.2).

5.1.4. Berechnung

Die Titrationskurve wird aufgenommen und die Umschlagspunkte abgelesen. Tritt der erste
Umschlagspunkt bei einem pH-Wert unter 7 auf, so ist die Probe frei von Natrium- oder
Kaliumhydroxid. Bei zwei oder mehr Umschlagspunkten sind nur die ersten relevant.

Das Titransvolumen bis zu dem ersten Umschlagspunkt ist festzustellen.
Wenn V das Titransvolumen in ml,

M die Masse dieses Probenteils in Gramm bedeuten, dann ist die Konzentration von Natrium-
und/oder Kaliumhydroxiden in der Probe, ausgedriickt in Masseprozent von Natriumhydroxid:

4
% NaOH = 0,4 i

Es ist denkbar, daf sich in der Titrationskurve trotz der Anzeichen fiir die Anwesenheit einer
signifikanten Natrium- oder Kaliumhydroxidmenge kein ausgeprégter Umschlagspunkt ausbildet.
In diesem Fall ist die Bestimmung durch Titration in Isopropanol zu wiederholen.

5.2. Titration in Isopropanol
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5.2.1. Reagenzien
5.2.1.1. Isopropanol
5.2.1.2. 1 N HCI

5.2.1.3. 0,1 N HCI in Isopropanol: Unmittelbar vor dem Gebrauch durch Verdiinnung der wésserigen 1,0
N HCI mit Isopropanol anzusetzen.

5.2.2. Apparative Ausriistung
5.2.2.1. libliche Laborgléaser
5.2.2.2. pH-Meter, eventuell mit Schreiber
5.2.2.3. Glaselektrode
5.2.2.4. standardisierte Kalomelelektrode.
5.2.3. Verfahren

In einem 150-ml-Becherglas werden etwa 0,5 bis 1,0 g der Probe genau eingewogen. Nach
Zugabe einiger Siedesteinchen wird das Becherglas — sofern Ammoniak vorhanden ist — in einen
Vakuumexsikkator gestellt und mit einer Wasserstrahlpumpe drei Stunden lang evakuiert, bis
kein Ammoniakgeruch mehr wahrnehmbar ist. Danach werden 100 ml Isopropanol hinzugefigt,
der Riickstand homogenisiert und mit 0,1 N HCI in Isopropanol (5.2.1.3) titriert. Die Anderung
des pH-Wertes (5.2.2.2) ist zu registrieren.

5.2.4. Berechnung
Wie in (5.1.4) tritt der erste Umschlagspunkt bei einem pH-Wert von etwa 9 auf.
5.3. Wiederholbarkeit (%)

Bei einem Gehalt von 5% m/m darf der Unterschied zwischen den Ergebnissen zweier
Parallelbestimmungen an derselben Probe nicht hdher sein als 0,25%.

(1) Siehe Norm ISO/DIS 5725.
Anlage 4

IV. NACHWEIS UND QUANTITATIVE BESTIMMUNG VON OXALSAURE UND
IHRER ALKALISCHEN SALZE IN HAARPFLEGEMITTELN

1. ZWECK UND ANWENDUNGSBEREICH

Die im folgenden beschriebene Methode ist flr die quantitative und qualitative Bestimmung von
Oxalséure und deren Alkalisalze in Haarpflegemitteln geeignet. Sie kann in farblosen, wasserigen
oder wasserigalkoholischen Ldsungen und Lotionen, die etwa 5% Oxalsdure oder eine
&quivalente Menge deren Alkalisalze enthalten, verwendet werden.

2. DEFINITION

Die nach dieser Methode bestimmten Gehalte der Oxalséure und/oder ihrer Alkalisalze werden in
Massenprozent (m/m) angegeben.

3. PRINZIP

Nach der Entfernung eventuell anwesender anionaktiver Tenside mittels p-Toluidinhydrochlorid
wird die Oxalsdure und/oder ihre Alkalisalze geféllt und die Losung filtriert. Der Niederschlag
wird in Schwefelsdure gelést und mit Kaliumpermanganat titriert.

4. REAGENZIEN
Alle Reagenzien miissen analysenrein sein.
4.1. Ammoniumacetatlésung: 5%ig (m/m)
4.2. Calciumchloridldsung: 10%ig (m/m)
4.3. Athanol: 95%ig (v/v)
4.4. Tetrachlorkohlenstoff
4.5. Diathylather
4.6. p-Toluidinhydrochloridlésung: 6,8%ig (m/m)
4.7. 0,1 N Kaliumpermanganatldsung
4.8. Schwefelsdure: 20%ig (m/m)
4.9. Salzséure: 10%ig (m/m)
4.10. Natriumacetat . 3H,O
4.11. Eisessig
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4.12. Schwefelsdure (1:1)
4.13. Bariumhydroxidlésung (geséttigt).
5. GERATE
5.1. Scheidetricher: 500 ml
5.2. Bechergléser: 50 und 600 ml
5.3. Glasfiltertiegel: G-4
5.4. Mel3zylinder: 25 und 100 ml
5.5. Pipetten: 10 ml
5.6. Saugflasche: 500 mi
5.7. Wasserstrahlpumpe
5.8. Thermometer: 0 bis 100 °C
5.9. Magnetriihrer mit Heizelement
5.10. Magnetriihrstdbchen, teflonbeschichtet
5.11. Birette: 25 ml
5.12. Erlenmeyerkolben: 250 ml.
6. DURCHFUHRUNG

6.1. 6 bis 7 g der Probe werden in ein 50-ml-Becherglas eingewogen, mit verdunnter Salzsdure (4.9)
auf py = 3 eingestellt und dann die Ldsung mit 100 ml destilliertem Wasser in einen
Scheidetrichter  tberfuhrt. ~ AnschlieRend  werden  25ml  Athanol  (4.3), 25ml
p-Toluidinhydrochloridlésung (4.6) sowie 25 bis 30 ml Tetrachlorkohlenstoff (4.4) hinzugefiigt
und die Mischung kréftig geschdittelt.

6.2. Nach der Trennung der Phasen wird die untere Schicht (organische Phase) verworfen, die
Extraktion mit den unter 6.1 genannten Reagenzien wiederholt und die organische Phase erneut
verworfen.

6.3. Die waésserige Losung wird in ein 600-ml-Becherglas gespult und der noch in der Lésung
enthaltene Tetrachlorkohlenstoff verkocht.

6.4. Anschliefend werden 50 ml Ammoniumacetatlosung (4.1) hinzugegeben, die Losung zum
Sieden erhitzt (5.9) und zu der kochenden Lésung 10 ml erwérmte Calciumchloridlésung (4.2)
unter Rihren hinzugefugt; den Niederschlag lat man absetzen.

6.5. Die vollstandige Féallung wird durch Zusatz einiger Tropfen Calciumchloridlésung (4.2) geprift.
Man laRt auf Zimmertemperatur abkiihlen, figt unter Riihren (5.10) 200 ml Athanol (4.3) hinzu
und 18Rt diese Lésung 30 Minuten lang stehen.

6.6 Die Flussigkeit wird durch einen Glasfiltertiegel (5.3) filtriert, der Niederschlag mit einer kleinen
Menge warmem Wasser (50 bis 60 °C) in den Glasfiltertiegel eingebracht und mit kaltem Wasser
gewaschen.

6.7. AnschlieBend wird der Niederschlag noch funfmal mit wenig Methanol (4.3) und etwas
Diathylather (4.5) nachgewaschen, danach in 50 ml heiler Schwefelséure (4.8) geldst und die
Ldsung durch einen Filtertiegel gesaugt.

6.8. Die Losung wird quantitativ in einen Erlenmeyerkolben (5.12) uUberfiihrt und mit
Kaliumpermanganatlésung (4.7) bis zur schwachen Rosafarbung titriert.

7. BERECHNUNG
Der Oxalsauregehalt der Probe wird in Massenprozent nach der folgenden Formel berechnet:

A X 450179 x 100

% Oxalsdure =

E x 1000
hierbei ist:
A = Verbrauch an 0,1 N Kaliumpermanganatlésung (6.8),
E = Einwaage der Probe in Gramm (6.1),
4,50179 = Umrechnungsfaktor fiir Oxalsaure.

8. WIEDERHOLBARKEIT ()

Bei einem Oxalsduregehalt von etwa 5% (m/m) darf der Unterschied zwischen den Ergebnissen
von zwei Parallelbestimmungen an der gleichen Probe 0,15% nicht Uberschreiten.

9. NACHWEIS
9.1. Prinzip

www.ris.bka.gv.at Seite 12 von 122



R | S Bundesrecht konsolidiert

9.2.
9.2.1.

9.2.2.

9.2.3.

9.2.4.

9.2.5.

Oxalsaure und/oder ihre Alkalisalze werden als Calciumoxalat geféllt und in Schwefelsdure
geldst. Der Losung wird wenig Kaliumpermanganatldésung hinzugegeben, das durch Oxalat unter
Freisetzen von Kohlensdure entfarbt wird. Durch Einleiten der Kohlensaure in
Bariumhydroxidldsung entsteht ein weiler Niederschlag (Triibung) von Bariumcarbonat.

Verfahren

Ein Teil der Probe wird nach 6.1 bis 6.3 behandelt; eventuell enthaltene waschaktive Substanzen
werden auf diese Weise entfernt.

Etwa 10 ml der nach 9.2.1 erhaltenen Ldsung wird eine Spatelspitze Natriumacetat (4.10)
zugegeben und die Lésung mit einigen Tropfen Eisessig (4.11) angeséuert.

Dieser Ldsung wird eine 10%ige Calciumchloridlésung (4.2) zugegeben und danach die Lésung
filtriert. Der Calciumoxalatniederschlag wird in 2 ml Schwefelséure 1 : 1 (4.12) gel6st.

Die Losung wird in ein Reagenzglas eingegeben und tropfenweise etwa 0,5ml 0,1 N
Kaliumpermanganatlésung hinzugefiigt. Bei Gegenwart von Oxalat entfarbt sich diese Ldsung
erst langsam und dann schnell.

Nach der Zugabe der Kaliumpermanganatlésung (4.7) wird das Reagenzglas sofort mit einem
geeigneten Stopfen mit einem Glasréhrchen verschlossen, leicht erwarmt und die freigesetzte
Kohlensdure in geséttigte Bariumhydroxidlosung (4.13) eingeleitet. Die Bildung einer weil3en
Triibung von Bariumcarbonat innerhalb von 3 bis 5 Minuten zeigt das Vorhandensein von
Oxalsaure an.

(%) Siehe Norm 1SO/DIS 5725.

4.1.
4.2.
4.3.
44.
4.5.
4.6.

4.7.

5.
5.1.
5.2.
5.3.

WWW.Tis.

Anlage 5

V. BESTIMMUNG DES CHLOROFORMGEHALTS IN ZAHNPASTEN

. ZWECK UND ANWENDUNGSBEREICH

Die Methode beschreibt die gaschromatographische Bestimmung von Chloroform in Zahnpasten.
Sie eignet sich fur die Bestimmung eines Chloroformgehalts bis zu 5 %.

. DEFINITION

Das nach dieser Arbeitsvorschrift bestimmte Chloroform wird in Massenprozent des
Erzeugnisses ausgedrckt.

. PRINZIP

Die Zahnpasta wird in einem Gemisch von Dimethylformamid und Methanol, dem eine bekannte
Menge Acetonitril als interner Standard zugegeben ist, suspendiert und zentrifugiert. Ein Teil der
flussigen Phase wird gaschromatographisch analysiert und danach der Chloroformgehalt
berechnet.

. REAGENZIEN

Alle Reagenzien miissen analysenrein sein.

Porapak Q oder Chromosorb 101, 80—-100 mesh oder gleichwertiges Material
Acetonitril

Chloroform

Dimethylformamid

Methanol

Ldsung fur den internen Standard:

Mit einer Pipette werden 5 ml Dimethylformamid (4.4) in einen 50-ml-Mefl3kolben eingegeben
und hierzu etwa 300 mg (M) Acetonitril genau eingewogen. Danach wird bis zur Marke mit
Dimethylformamid aufgefillt und gemischt.

Ldsung zur Bestimmung des relativen Ansprechfaktors:

5,0 ml der internen Standardldsung (4.6) werdem (Anm.: richtig: werden) mit einer Pipette in
einen 10-ml-MeRkolben gegeben, hierzu etwa 300 mg (M;) Chloroform (4.3) genau eingewogen
und bis zur Marke mit Dimethylformamid aufgefulit.

GERATE

Analysenwaage

Gaschromatograph mit Flammenionisationsdetektor
Injektionsspritze: 5 bis 10 pl mit 0,1-Mikrolitereinteilung
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5.4. Mel3pipetten: 1, 4 und 5 ml
5.5. Mel3kolben: 10 und 50 ml

5.6. Reagenzglaser mit etwa 20 ml Volumen mit Schraubstopfen, der an der Innenseite mit einem
teflonbeschichteten VerschluRpléattchen versehen ist

5.7. Zentrifuge
6. DURCHFUHRUNG
6.1. Empfohlene gaschromatographische Bedingungen
6.1.1. Sdulentyp: Glas
Lange: 150 cm
Durchmesser innen: 4 mm
Durchmesser auBen: 6 mm

6.1.2. Saulenfullmaterial: Poropak Q oder Chromosorb 101 — 80 bis 100 mesh oder gleichwertiges
Material (4.1).

6.1.3. Detektor: Flammenionisationsdetektor, dessen Empfindlichkeit so einzustellen ist, daf bei
Injektion von 3 pl der Losung (4.7) die Hohe des Acetonitril-Peaks etwa % der Gesamtskala
abdeckt.

6.1.4. Gase:
Tragergas: Stickstoff — 65 ml pro min.

Hilfsgase: Luft oder Sauerstoff; der Gasdurchsatz fir den Flammenionisationsdetektor ist so
einzustellen, daR der Luft- oder Sauerstoffdurchsatz 5- bis 10mal hoéher als der
Wasserstoffdurchsatz ist.

Wasserstoff.
6.1.5. Temperatur:
Injektionsblock: 210 °C
Detektor: 210 °C
Sdule: 175 °C
6.1.6. Schreiber:
Papiervorschub etwa 100 cm pro Stunde.
6.2. Probenvorbereitung

Die Probe fir die Analyse wird einer noch nicht gedffneten Tube entnommen. Ein Drittel des
Tubeninhalts ist zu verwerfen. Danach wird die Tube verschlossen, der Inhalt grindlich
durchgemischt und die Analysenprobe entnommen.
6.3. Quantitative Bestimmung

6.3.1. 6 bis 7 g (M) der nach (6.2) vorbereiteten Zahnpastenprobe werden auf 10 mg genau in ein
Reagenzglas mit Schraubstopfen (5.6) eingewogen und einige Glasperlen beigegeben.

6.3.2. In das Reagenzglas werden 5,0 ml der Standardlésung (4.6), 4 ml Dimethylformamid (4.4) und
1 ml Methanol (4.5) einpipettiert, mit dem Schraubstopfen verschlossen und homogenisiert.

6.3.3. Das verschlossene Reagenzglas wird eine halbe Stunde mechanisch geschuttelt und dann etwa
15 Minuten bei einer Drehzahl, die eine saubere Trennung der Phasen erlaubt, zentrifugiert.
Bemerkung: Gelegentlich kommt es vor, daf die flussige Phase nach dem Zentrifugieren noch
getribt ist. Hier &Rt sich eine Verbesserung erreichen indem man 1 bis 2 g Natriumchlorid zu der
flissigen Phase gibt und erneut zentrifugiert.

6.3.4. 3 ul dieser Losung (6.3.3) werden unter den in (6.1) beschriebenen Bedingungen injiziert. Dieser
Vorgang wird wiederholt. Bei Beachtung der oben beschriebenen Voraussetzungen gelten als
Retentionszeiten folgende Richtwerte:

Methanol ca. 1 Min.
Acetonitril ca. 2,5 Min.
Chloroform ca. 6 Min.
Dimethylformamid 15 Min.

6.3.5. Bestimmung des relativen Ansprechfaktors

Zur Bestimmung des relativen Ansprechfaktors werden 3 ul der Ldsung (4.7) injiziert. Dieser
Vorgang ist zu wiederholen. Der relative Ansprechfaktor ist taglich zu bestimmen.

7. BERECHNUNG
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7.1. Berechnung des relativen Ansprechens

7.1.1. Die Hohe und die Breite in halber Hohe des Acetonitril-Peaks und des Chloroform-Peaks ist zu
messen und die Flache der beiden Peaks mit der Formel Hohe x Breite (in halber Hohe) zu
berechnen.

7.1.2. Man bestimmt die Flache der nach (6.3.5) erhaltenen Chromatogramme und berechnet den
relativen Ansprechfaktor f; mit Hilfe folgender Formel:

_As-Mi_ As YoM

= M ai™ A Mt
hierbei ist:

fs = relativer Ansprechfaktor fiir das Chloroform,

As = Fléache des Chloroform-Peaks (6.3.5),

Ai = Flache des Acetonitril-Peaks (6.3.5),

Ms = (Chlor())formmenge in mg pro 10 ml der nach (6.3.6) aufgegebenen Ldsung
=My),

Mi = Acetonitrilmenge in mg pro 10 ml der nach (6.3.6) aufgegebenen L&sung
=110M)

AbschlieRend wird das Mittel der festgestellten Werte berechnet.
7.2. Berechnung des Chloroformgehalts

7.2.1. Berechnet wird die Flache des Chloroform-Peaks und des Acetonitril-Peaks der gemal (6.3.4)
erhaltenen und nach (7.1.1) ausgewerteten Chromatogramme.

7.2.2. Der Gehalt der Zahnpasta an Chloroform wird nach der folgenden Formel berechnet:

fo- Mg, - Ai fe-Ai-M,-100
hierbei ist:
% X = Gehaltan Chloroform in % der Masse der Zahnpasta,
As = Flache des Chloroform-Peaks (6.3.4),
Ai = Flé&che des Acetonitril-Peaks (6.3.4),
Mx = Masse in mg der nach (6.3.1) gepruften Analysenprobe (=1 000 - M,),
Mi =

Acetonitrilmenge in mg pro 10 ml der nach (6.3.2) erhaltenen Ldsung (1/10 M).

AbschlieBend wird der Mittelwert der festgestellten Gehalte berechnet. Das Ergebnis wird mit
einer Dezimalstelle nach dem Komma angegeben.

8. WIEDERHOLBARKEIT (%)

Bei einem Chloroformgehalt von 3% m/m darf der Unterschied zwischen den Ergebnissen zweier
Parallelbestimmungen an derselben Probe nicht hdher sein als 0,3%.

(%) Siehe Norm 1SO/DIS 5725.
Anlage 6

VI. BESTIMMUNG DES ZINKGEHALTS

1. ZWECK UND ANWENDUNGSBEREICH

Die Methode beschreibt die Bestimmung von Zink, das als Chlorid, Sulfat bzw. Phenolsulfonat
oder als Kombination mehrerer dieser Zinksalze in Kosmetika enthalten ist.

2. DEFINITION

Der Zinkgehalt der Probe wird als Zink-2-methyl-8-oxychinolat gravimetrisch nach dem
nachstehenden Verfahren bestimmt und als Massenprozent Zink angegeben.

3. PRINZIP
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Das geloste Zinksalz wird in saurem Milieu als Zink-2-methyl-8-oxychinolat geféllt. Der
Niederschlag wird abfiltriert, getrocknet und ausgewogen.

4. REAGENZIEN
Alle Reagenzien miissen analysenrein sein.
4.1. Ammoniak, konz. 25 %ig (m/m);

42 =0,01
4

4.2. Eisessig

4.3. Ammoniumacetat

4.4. 2-Methyl-8-oxychinolin

4.5. Ammoniaklésung: 6 %ig (m/v). Hierzu werden 240 g Ammoniak (4.1) in einen 1 000-ml-
MeRkolben gegeben und mit destilliertem Wasser bis zur Marke aufgefillt.

4.6. Ammoniumacetatlésung; 0,2 molar: Hierzu werden 15,4g Ammoniumacetat (4.3) in
destilliertem Wasser geldst, die Lésung in einen 1 000-ml-MeRkolben eingegeben, bis zur Marke
mit destilliertem Wasser aufgefullt und gemischt.

4.7. 2-Methyl-8-oxychinolin-Ldsung: 5 g 2-Methyl-8-oxychinolin werden in 12 ml Eisessig in einem
1 000-ml-MeRkolben gelést, bis zur Marke mit destilliertem Wasser aufgefillt und gemischt.
5. GERATE
5.1. MefRkolben: 100 und 1 000 ml
5.2. Becherglaser: 400 ml
5.3. MeRzylinder: 50 und 150 ml
5.4. MeRBpipetten: 10 ml
5.5. Glasfiltertiegel G 4
5.6. Saugflasche: 500 ml
5.7. Wasserstrahlpumpe
5.8. Thermometer: Skala 0 bis 100 °C
5.9. Exsikkator mit geeignetem Trocknungsmittel mit Feuchtigkeitsindikator, z. B. Silikagel oder
gleichwertiges
5.10. Trockenschrank: eingestellt auf 150 + 2 °C
5.11. pH-Indikatorpapier
5.12. Heizplatte
5.13. Filterpapier: Whatman Nr. 4 oder entsprechendes Fabrikat
6. DURCHFUHRUNG
6.1. 5 bis 10 g (M) der zu untersuchenden Probe, die etwa 50 bis 100 mg Zink enthalten, werden in

ein 400-ml-Becherglas eingewogen, 50 ml destilliertes Wasser hinzugefiigt und der Inhalt
durchgemischt.

,,6.1.1. Die Mischung wird erforderlichenfalls mit Hilfe einer Vakuumpumpe filtriert und das Filtrat
gesammelt.

6.1.2. Die Extraktion wird nach Zugabe von 50 ml destilliertem Wasser wiederholt. Nach dem
Filtrieren werden die Filtrate vereint®.

6.2. Fir je 10mg in der Losung (6.1) enthaltenes Zink werden 2 ml der 2-Methyl-8-
oxychinolinldsung (4.7) zugegeben und erneut durchgemischt.

6.3. Nach dem Verdinnen mit 150 ml destilliertem Wasser wird die Losung auf 60 °C erwarmt
(5.12), dann werden unter Rihren 45 ml 0,2 molare Ammoniumacetatlosung (4.6) hinzugegeben.

6.4. Der pH-Wert der Losung wird durch Einrtihren von Ammoniaklésung (4.5) auf 5,7 bis 5,9
eingestellt; er wird mit pH-Indikatorpapier (5.11) kontrolliert.

6.5. Die Losung wird 30 Minuten lang stehengelassen und danach mit einer Wasserstrahlpumpe
durch eine zuvor bei 150 °C getrocknete und nach dem Abkiihlen gewogene (My) Fritte (G 4)
filtriert. AnschlieRend wird der in der Fritte gesammelte Niederschlag mit insgesamt 150 ml etwa
95 °C heillem destilliertem Wasser gewaschen.

6.6. Der Niederschlag wird in einem Trockenofen bei 150 °C eine Stunde lang getrocknet.

6.7. Nach der Trockenzeit wird die Fritte mit dem Niederschlag aus dem Trockenofen genommen und
in einen Exsikkator (5.9) gestellt; nach dem Abkihlen auf Zimmertemperatur wird deren Masse
(My) bestimmt.
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7.

8.

BERECHNUNG
Der Zinkgehalt der Probe wird in Massenprozenten (% m/m) nach folgender Formel berechnet:

(M, —M,) x 17,12

% Zink = M ;
hierbei ist:
M = Masse in Gramm der Probe (6.1),
M, = Masse in Gramm der leeren und getrockneten Fritte (6.5),
M; = Masse in Gramm der Fritte mit dem Niederschlag (6.7).

WIEDERHOLBARKEIT (%)

Bei einem Zinkgehalt von etwa 1 % (m/m) darf der Unterschied zwischen den Ergebnissen von 2
Parallelbestimmungen an der gleichen Probe 0,1% nicht Gberschreiten.

(%) Siehe Norm 1SO/DIS 5725.

1.

4.
4.1.

4.2.
4.3.
4.4.
4.5.
4.6.
4.7.
4.38.
4.9.
4.10.
4.11.
4.12.
4.13.
4.14.
4.15.
4.16.

4.17.

Anlage 7

VII. NACHWEIS UND QUANTITATIVE BESTIMMUNG DER
PHENOLSULFONSAURE

ZWECK UND ANWENDUNGSBEREICH

Die Methode beschreibt die qualitative und quantitative Bestimmung der Phenolsulfonsdure in
kosmetischen Erzeugnissen, z. B. in Aerosolen und Gesichtswassern.

. DEFINITION

Die nach dieser Vorschrift bestimmte Phenolsulfonsdure wird in Massenprozent als
Zinkphenolsulfonsdure (wasserfreie Substanz) ausgedrickt, siehe Punkt 11.

. PRINZIP

Der zu analysierende Teil der Probe wird unter vermindertem Druck eingeengt, in Wasser geldst
und mit Chloroform extrahiert. Die Bestimmung der Phenolsulfonséure erfolgt bromo-
jodometrisch in einem aliquoten Teil der gereinigten und filtrierten wéasserigen Losung.

REAGENZIEN Alle Reagenzien mussen analysenrein sein.
Salzsdure, konz. 36 %ig

d2=118
4

Chloroform

n-Butanol

Eisessig

Kaliumjodid

Kaliumbromid

Natriumcarbonat

Sulfanilsdure

Natriumnitrit

Kaliumbromatlésung: 0,1 N
Natriumthiosulfatlésung: 0,1 N

Starkeldsung: 1 %ig (m/v) in Wasser
Natriumcarbonatlésung: 2 %ig (m/v) in Wasser
Natriumnitritlésung: 4,5 %ig (m/v) in Wasser
Dithizonlésung: 0,05 %ig (m/v) in Chloroform

FlieRmittel: n-Butanol-Eisessig-Wasser (4:1:5), v); nach dem Mischen im Scheidetrichter wird
die untere Phase verworfen.

Reagenz nach Pauly fiir die Dinnschichtchromatographie: 4,5 g Sulfanilsdure (4.8) werden in
45 ml konzentrierter Salzséure (4.1) unter Erwarmen geldst und die Ldsung mit Wasser auf
500 ml verdiinnt. 10 ml der Lésung werden in Eiswasser gekihlt und unter Rihren 10 ml Klare
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Natriumnitritlosung (4.14) zugesetzt. Danach 148t man die Ldsung ca. 15 Minuten bei 0 °C
stehen — die Lésung ist bei dieser Temperatur 1 bis 3 Tage stabil; kurz vor dem Bespriihen (7.5)
werden 20 ml Natriumcarbonatlésung (4.13) hinzugegeben.

4.18. Zellulosebeschichtete Fertigplatten flr die Dinnschichtchromatographie; Format 20 x 20 cm,
Dicke der Sorbtionsschicht 0,25 mm.

5. GERATE

5.1. Rundkolben mit Schliff: 100 ml

5.2. Scheidetrichter: 100 ml

5.3. Erlenmeyerkolben mit Schliff; 250 ml

5.4. Brette: 25 ml

5.5. Vollpipetten: 1, 2 und 10 ml

5.6. Mel3pipette: 5 ml

5.7. Injektionsspritze: 10 pl mit 0,1 Mikroliterskala

5.8. Thermometer: Skala von 0 bis 100 °C

5.9. Wasserbad mit Heizung

5.10. Trockenofen: gut ventiliert und auf 80 °C eingestellt
5.11. Ubliche Ausriistung fiir die Diinnschichtchromatographie
6. PROBENVORBEREITUNG
Fur die im folgenden beschriebene qualitative und quantitative Bestimmung der
Phenolsulfonsdure in Aerosolen kann der Riickstand des Sprithdoseninhalts verwendet werden,
der durch Abdestillation der fliichtigen Losungs- und Treibmittel unter normalem Druck erhalten
wird.
7. IDENTIFIZIERUNG

7.1. Auf der Startlinie — 1 cm Uber der unteren Kante der Dinnschichtplatte (4.18) — werden auf sechs
Punkte mit einer Injektionsspritze (5.7) jeweils 5 pl des Rickstandes (6) oder der Probe
aufgetragen.

7.2. Die Platte wird in eine Entwicklungskammer mit dem FlieBmittel (4.16) eingesetzt und so lange
entwickelt, bis die FlieBmittelfront 15 cm tber der Startlinie erreicht hat.

7.3. Dann wird die Platte aus der Entwicklungskammer genommen, bei 80 °C getrocknet, bis keine
Essigsdaureddmpfe mehr wahrnehmbar sind, anschliefend mit Natriumcarbonatldsung (4.13)
bespriht und an der Luft getrocknet.

7.4. Die eine Hélfte der Platte wird mit einer Glasplatte abgedeckt und der nicht abgedeckte Teil mit
0,05%iger Dithizonldsung (4.15) bespriht. Zink-lonen werden durch Bildung rotvioletter Flecke
angezeigt.

7.5. Dann wird die bereits besprihte Halfte mit Pauly-Reagens (4.17) bespriiht. Die p-
Phenolsulfonsdure (Re-Wert etwa 0,26) wird als gelb-brauner, die m-Phenolsulfonsdure (R¢-Wert
etwa 0,45) als gelber Fleck im Chromatogramm sichtbar.

8. QUANTITATIVE BESTIMMUNG

8.1. 10 g der Probe oder des Riickstandes (6) werden in einen 100-ml-Rundkolben eingewogen und
mittels eines Rotationsverdampfers im Vakuum im Wasserbad von 40 °C anndhernd zur
Trocknung eingeengt.

8.2. Danach werden 10,0 ml (V1) Wasser in den Kolben einpipettiert und der Abdampfriickstand (8.1)
in der Warme gel6st.

8.3. Die Losung wird in einen Scheidetrichter (5.2) quantitativ Uberfiihrt und die wésserige Ldsung
zweimal mit jeweils 20 ml Chloroform (4.2) extrahiert; die Chloroformphase wird nach jeder
Extraktion verworfen.

8.4. Die waésserige Losung wird durch einen Papierfilter filtriert und je nach dem erwarteten Gehalt
an Phenolsulfonsdure 1,0 oder 2,0 ml (V,) des Filtrats in einen 250-ml-Erlenmeyerkolben (5.3)
eingegeben und mit destilliertem Wasser auf 75 ml verdiinnt.

8.5. Anschliellend werden 2,5 ml 36%ige Salzséure (4.1) sowie 2,5 g Kaliumbromid (4.6) zugefigt,
durchgemischt und die Lésung im Wasserbad auf 50 °C erwdarmt.

8.6. Aus einer Blrette wird so viel 0,1 N Kaliumbromatlésung (4.10) hinzugefigt, bis die Farbe der
50 °C warmen L6sung nach gelb umschlagt.

8.7. Nach dem Zusatz weiterer 3,0 ml Kaliumbromatldsung (4.10) wird der Kolben verschlossen und
10 Minuten in ein Wasserbad (50 °C) eingestellt. Sollte nach 10 Minuten die Gelbfarbung der
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Losung verschwunden sein, werden weitere 2,0 ml Kaliumbromatlésung (4.10) in den Kolben
gegeben, dieser erneut mit dem passenden Stopfen verschlossen und weitere 10 Minuten in das
Wasserbad eingestellt. Die Gesamtmenge (a) der zugegebenen Kaliumbromatlésung ist
festzuhalten.

8.8. Die Ldsung wird auf Zimmertemperatur abgekiihlt, 2 g Kaliumjodid (4.5) zugegeben und
durchgemischt.

8.9. Das gebildete Jod wird mit 0,1 N Natriumthiosulfatlésung (4.11) titriert. Zum Abschlu3 der
Titration werden einige Tropfen Starkeldsung (4.12) als Indikator zugesetzt. Die verbrauchte
Menge Natriumthiosulfat (b) ist festzuhalten.

9. BERECHNUNG
Der Gehalt an Zinkphenolsulfonat der Probe oder des Riickstands (6) wird in Massenprozent (%
m/m) mittels folgender Formel berechnet:

(a —b) x V, x 0,00514 x 100

)

% Zinkphenolsulfonat =

m x V,
hierbei ist
a = Gesamtverbrauch in ml an 0,1 N Kaliumbromatldsung (8.7),
b = Verbrauch an 0,1 N Natriumthiosulfatlésung fir die Ricktitration in ml (8.9),
m = Einwaage der Probe (des Riickstands) in g (8.1),
V, = Volumen der nach 8.2 erhaltenen Ldsung in ml,
V, = V?Iumen des fiir die Analyse verwendeten geldsten Abdampfriickstands (8.4) in
ml.
Bemerkung

Bei Aerosolen mull das MelRergebnis in % (m/m) des Rickstands (6) auf das urspriingliche
Erzeugnis umgerechnet werden.

10. WIEDERHOLBARKEIT ()
Bei einem Gehalt von etwa 5% Zinkphenolsulfonat darf der Unterschied zwischen den
Ergebnissen von 2 Parallelbestimmungen an der gleichen Probe nicht mehr als 0,5% relativ
betragen.

11. INTERPRETATION DER MESSERGEBNISSE
Nach der Richtlinie fur kosmetische Mittel dirfen Gesichtswasser und Deodorantien hdchstens
6% (m/m) Zinkphenolsulfonat enthalten. Aufgrund dieser Vorschrift muf? neben dem Gehalt an
Phenolsulfonséure auch der Gehalt an Zink bestimmt werden. Multipliziert man den berechneten
(9) Gehalt an Zinkphenolsulfonat mit dem Faktor 0,1588, dann wird der Zinkgehalt in % (m/m)
erhalten, der aufgrund des gemessenen Gehalts an Phenolsulfonsédure mindestens in dem
Erzeugnis enthalten sein muB. Der tatsachliche, gravimetrisch bestimmte Zinkgehalt — siehe die
entsprechende Vorschrift kann jedoch hoher sein, da zur Herstellung kosmetischer Mittel auch
Zinkchlorid und/oder Zinksulfat verwendet werden darf.

(1) Siehe Norm ISO/DIS 5725.
Anlage 8

I. NACHWEIS VON OXIDATIONSMITTELN UND QUANTITATIVE BESTIMMUNG
VON WASSERSTOFFPEROXID IN HAARPFLEGEMITTELN

ZWECK UND ANWENDUNGSBEREICH

Die jodometrische Bestimmung von Wasserstoffperoxid in Kosmetika ist nur bei Abwesenheit anderer
Oxidationsmittel, die mit Jodid Jod bilden, mdglich. Vor einer jodometrischen Bestimmung von
Wasserstoffperoxid missen daher etwaige andere anwesende Oxidationsmittel erkannt und nachgewiesen
werden. Dieser Nachweis gliedert sich in zwei Teile; der erste Teil erfalt die Persulfate, Bromate sowie
Wasserstoffperoxid und der zweite Teil Bariumperoxid.
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A. NACHWEIS VON PERSULFATEN, BROMATEN UND WASSERSTOFFPEROXID
1. PRINZIP

Natrium-, Kalium- und Ammoniumpersulfat; Kalium- und Natriumbromat sowie
Wasserstoffperoxid — alles Stoffe, die sich nicht vom Bariumperoxid ableiten — werden mit Hilfe
der absteigenden Papierchromatographie unter Verwendung von zwei FlieBmitteln
nachgewiesen.

2. REAGENZIEN
Alle Reagenzien miissen analysenrein sein.
2.1. Referenzldsungen von 0,5 % (m/v) in Wasser:
2.1.1. Natriumpersulfat
2.1.2. Kaliumpersulfat
2.1.3. Ammoniumpersulfat
2.1.4. Kaliumbromat
2.1.5. Natriumbromat
2.1.6. Wasserstoffperoxid
2.2. FlieBmittel A: 80 %iges Athanol (v/v)
2.3. FlieBmittel B: Benzol — Methanol — Isoamylalkohol — Wasser (34 + 38 + 18 + 10) (v/v/viv)
2.4. Sprihmittel A: 10 %ige Kaliumjodidlésung (m/v) in Wasser
2.5. Spruhmittel B: 1 %ige Starkelésung (m/v) in Wasser
2.6. Spruhmittel C: 10 %ige Salzsaure (m/m)
2.7. Salzséure: 4 N
3. GERATE UND HILFSMITTEL
3.1. Papier fur die Chromatographie (Whatman-Papier Nr. 3 oder Nr. 4 oder gleichwertiges Papier)
3.2. Mikropipette 1 pl
3.3. MeRkolben 100 mi
3.4. Faltenfilter
3.5. Ausristung zur Durchfiihrung der absteigenden Papierchromatographie
4. VORBEREITUNG DER PROBEN
4.1. Wasserlosliche Erzeugnisse

Von jedem Muster sind zwei Ldsungen herzustellen, von denen bei der ersten 1 und bei der
zweiten 5 Gramm des Erzeugnisses in 100 ml Wasser aufgel6st werden. Von jeder dieser
Losungen ist 1 Mikroliter fur die Durchfuhrung der unter Punkt 5 beschriebenen
Papierchromatographie zu benutzen.

4.2. Nicht vollkommen wasserlésliche Erzeugnisse

421.1 bzw. 5 Gramm der Probe werden gewogen und in 50 ml Wasser suspendiert, beide
Suspensionen mit Wasser auf 100 ml auffiillen und gut durchschitteln. Beide Suspensionen
werden filtriert und von jedem Filtrat ein Mikroliter zur Durchflihrung der unter 5 beschriebenen
Chromatographie verwendet.

4.2.2. Es sind erneut von jeder Probe zwei Suspensionen anzufertigen, indem 1 bzw. 5 Gramm in 50 ml
Wasser suspendiert, mit verdiinnter Salzsdure (2.7) angesauert, mit Wasser auf 100 ml aufgefullt
und durchmischt werden. Die Suspensionen werden filtriert und ein Mikroliter von beiden
Filtraten zur Durchfuhrung der unter 5 beschriebenen Papierchromatographie verwendet.

4.3. Cremes

Von jedem Erzeugnis werden 5g und 20g in je 100 ml Wasser suspendiert und die
Suspensionen zur Durchfiihrung der unter 5 beschriebenen Papierchromatographie verwendet.
5. ARBEITSWEISE

5.1. Zwei Chromatographiegefafle zur Durchfiihrung der absteigenden Papierchromatographie mit
einer geeigneten Menge des FlieBmittels A (2.2) und B (2.3) fiillen. Die ChromatographiegeféaBe
werden wenigstens 24 Stunden lang mit den Dampfen der FlieBmittel geséttigt.

5.2. Auf einen 40 cm langen und 20 cm breiten Papierstreifen Whatman-Papier Nr. 3 (3.1) dieser
kann auch ein anderes geeignetes Format haben — auf je einen Startpunkt 1 pl der gemaR 4 und
2.1 zubereiteten Probe- und Referenzlésung auftragen und das Losungsmittel an der Luft
verdampfen lassen.
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5.3. Das Chromatographiepapier (5.2) in das mit dem FlieBmittel A (5.1) gefullte
Chromatographiegefal hangen und chromatographieren, bis sich die FlieBmittelfront in einem
Abstand von 35 cm von der Startlinie befindet. Die hierzu erforderliche Laufzeit betragt ungefahr
15 Stunden.

5.4. Die Vorgange gemal 5.2 und 5.3 mit Whatman-Papier Nr. 4 (oder gleichwertiges Papier) (3.1)
und FlieBmittel B wiederholen. Chromatographieren, bis die FlieBmittelfront 35 cm von der
Startlinie betrégt. Die hierzu erforderliche Zeit betragt ungeféhr 5 Stunden.

5.5. Nach Entwicklung werden die Papierstreifen aus den Chromatographiegefalen herausgenommen
und an der Luft getrocknet.

5.6. Die Verbindungen werden auf dem Chromatogramm durch Bespriihen mit Dedektionsmitteln auf
dem Papierstreifen sichtbar gemacht. Dabei ist wie folgt vorzugehen:

5.6.1. Zunachst mit Sprihmittel A (2.4) und kurz danach mit Sprihmittel B (2.5) bespriihen. Zunachst
erscheinen die Flecke der Persulfate und danach die des Wasserstoffperoxids auf dem
Chromatogramm. Die Flecke sind mit Bleistift zu markieren.

5.6.2. Mit Sprihmittel C (2.6) werden die nach 5.6.1 erhaltenen Chromatogramme bespriht.
Vorhandene Bromate werden auf dem Chromatogramm als grau-blaue Flecke sichtbar.

5.7. R-Werte der Vergleichssubstanzen (2.1) unter den oben beschriebenen Bedingungen fiir die
FlieBmittel A (2.2) und B (2.3):

FlieBmittel A (2.2) FlieBmittel B (2.3)
Natriumpersulfat 0,40 0,10
Kaliumpersulfat 0,40 0,02 + 0,05
Ammoniumpersulfat 0,50 0,10 + 0,20
Natriumbromat 0,40 0,20
Kaliumbromat 0,40 0,10 + 0,20
Wasserstoffperoxid 0,80 0,80

B. NACHWEIS VON BARIUMPEROXID
1. PRINZIP

Bariumperoxid wird wie folgt nachgewiesen: Papierchromatographisch als Wasserstoffperoxid
nach dem Anséuern der Probe (A.4.2);

— sofern keine Persulfate vorhanden sind (A), durch Hinzufiigen von verdiinnter Schwefelsaure
in einen Teil der sauren Probeldsung (B.4.1). Es entsteht ein weil3er Bariumsulfatniederschlag.
Barium-lonen werden in der Probelésung (4.1) papierchromatographisch nach der unten
beschriebenen Methode (5) nochmal nachgewiesen;

— falls Bariumperoxid und Persulfate gleichzeitig vorhanden sind (B.4.2), ist der Riickstand der
Losung alkalisch aufzuschliefen und in HCI zu lésen. Der Nachweis von Barium-lonen
(B.4.2.3) erfolgt sowohl papierchromatographisch als auch durch Fallung als Bariumsulfat.

2. REAGENZIEN
2.1. Methanol
2.2. 36 %ige (m/m) konzentrierte Salzsdure
2.3. Salzséure 6 N
2.4. Schwefelséure 4 N
2.5. Dinatriumrhodizonat
2.6. Bariumchlorid (BaCl, - 2H,0)
2.7. Natriumcarbonat, wasserfrei
2.8. 1 %ige Bariumchloridldsung in Wasser (m/v)
2.9. FlieBmittel: Methanol/36 %ige Salzséure/Wasser (80+10+10) (v/v/v/)

2.10. Spruhmittel: 0,1 %ige Dinatriumrhodizonatlésung in Wasser (m/v); die Ldsung ist kurz vor
Gebrauch frisch herzustellen.

3. GERATE UND HILFSMITTEL
3.1. Mikropipette 5 ul
3.2. Platintiegel
3.3. MefBkolben 100 mi
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3.4. Chromatographiepapier (Schleicher und Schiill 2043b, oder gleichwertiges). Zur Vorbereitung ist
das Papier eine Nacht lang absteigend mit dem FlieRmittel (B.2.9) zu chromatographieren (A.3.5)
und danach zu trocknen.

3.5. Faltenfilter

3.6. Ausrustung fur die aufsteigende Papierchromatographie
4. VORBEREITUNG DER PROBEN

4.1. Erzeugnisse, in denen keine Persulfate enthalten sind

4.1.1. 2 Gramm des Erzeugnisses werden in 50 ml Wasser suspendiert (auflésen). Der pH-Wert der
Losung wird mit Salzséure auf etwa 1 eingestellt (B.2.3).

4.1.2. Die Loésung (Suspension) wird mit Wasser in einen 100-ml-MeRkolben tberfiihrt, mit Wasser bis
zur Marke aufgefullt und gemischt. Die Losung wird, wie unter 5 beschrieben,
papierchromatographisch untersucht.

4.2. Erzeugnisse, die Persulfate enthalten
4.2.1. 2 Gramm des Erzeugnisses werden in 100 ml Wasser suspendiert (auflésen) und filtriert.

4.2.2. In einem Platintiegel (B.3.2) wird dem getrockneten Rickstand das Sieben- bis Zehnfache seines
Gewichts an Natriumcarbonat hinzugefiigt (B.2.7), durchgemischt und so lange erhitzt, bis eine
Schmelze entsteht (30 min.).

4.2.3. Die auf Raumtemperatur abgekihlte Schmelze wird in 50 ml Wasser suspendiert und filtriert
(B.3.5).

4.2.4. Der Schmelzriickstand wird in 6 N Salzsdure (B.2.3) aufgelost und mit Wasser auf 100 ml
aufgefillt. Diese Losung wird fur die nachstehend beschriebene papierchromatographische
Analyse und fir die Identifizierung der Bariumionen durch Fallung als Bariumsulfat verwendet.

5. ARBEITSWEISE

5.1. In ein Chromatographiegefa fur aufsteigende Papierchromatographie wird eine geeignete
Menge Fliemittel (B.2.9) gegeben und das Gefall wenigstens 15 Stunden lang mit den Ddmpfen
des FlieRmittels geséttigt.

5.2. Auf ein — in der in Punkt (B.3.4) beschriecbenen Weise vorbehandeltes — Stlck
Chromatographiepapier werden auf drei Startpunkte jeweils 5 ul der unter (B.4.1.2) und (B.4.2.4)
hergestellten Lsungen und der Referenzldsung (B.2.8) gegeben.

5.3. Das Ldsungsmittel an der Luft verdampfen lassen. Es wird aufsteigend chromatographiert, bis
die FlieBmittelfront 30 cm erreicht hat.

5.4. Das Chromatographiepapier ist aus der Chromatographierschale zu nehmen und an der Luft zu
trocknen.

5.5. Die Flecke im Chromatogramm durch Aufspriihen des Sprihmittels (B.2.10) auf das
Chromatogramm sichtbar machen. Ist Barium vorhanden, so entstehen rote Flecke mit einen
Rf-Wert von ungeféhr 0,10.

C. DIE BESTIMMUNG VON WASSERSTOFFPEROXID
1. PRINZIP
Die jodometrische Bestimmung von Wasserstoffperoxid verlauft nach der folgenden Reaktion:

H,0, 4+ 2H* + 2]~ > J, + 2H,0

Diese langsam verlaufende Umsetzung wird durch Ammoniummolybdat beschleunigt. Das
gebildete Jod wird mit Natriumthiosulfatlésung titrimetrisch bestimmt und ist ein Mal fiir den
Gehalt an Wasserstoffperoxid.

2. DEFINITION

Der auf nachstehende Weise gemessene Wasserstoffperoxidgehalt wird in Massen-Prozent (%
m/m) der Ware ausgedrickt.

3. REAGENZIEN Alle Reagenzien miissen analysenrein sein.
3.1. Schwefelséure 2 N
3.2. Kaliumjodid
3.3. Ammoniummolybdat
3.4. Natriumthiosulfatlésung 0,1 N
3.5. 10 %ige Kaliumjodidlésung (m/v). Die Lésung kurz vor Gebrauch frisch herstellen.
3.6. 20 %ige Ammoniummolybdatldsung (m/v)
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3.7. 1 %ige Starkeldsung (m/v)
4, GERATE UND HILFSMITTEL
4.1. Bechergléaser 100 ml
4.2. Blrette 50 ml
4.3. MeRkolben 250 ml
4.4. Mefzylinder 25 und 100 ml
4.5. geeichte Pipette 10 ml
4.6. Erlenmeyerkolben 250 ml
5. ARBEITSWEISE

5.1. 10 Gramm (m) des Erzeugnisses, das ungefahr 0,6 Gramm Wasserstoffperoxid enthélt, werden in
ein 100-ml-Becherglas eingewogen, mit Wasser in einen 250-ml MeRRkolben (berspilt, bis zum
Eichstrich mit Wasser aufgefullt und gemischt.

5.2. Von der Probeldsung (5.1) werden 10 ml in einen 250-ml-Erlenmeyerkolben (4.6) pipettiert und
nacheinander 100 ml Schwefelsdure 2 N (3.1), 20 ml Kaliumjodidldsung (3.5) sowie drei
Tropfen Ammoniummolybdatlésung (3.6) hinzugeflgt.

5.3. Das gebildete Jod wird unmittelbar mit 0,1 N (3.4) Natriumthiosulfatlésung titriert. Kurz vor
Erreichen des Aquivalenzpunktes sind einige Milliliter Starkel6sung als Indikator hinzuzufiigen.
Den in ml (V ml) ausgedriickten Verbrauch an 0,1 N Natriumthiosulfatldsung notieren.

5.4. In der Weise wie unter 5.2 und 5.3 angegeben, ist eine Blindbestimmung durchzufiihren, bei der
anstelle der 10 ml Probelosung 10 ml Wasser verwendet werden. Den Verbrauch an 0,1 N
Natriumthiosulfatlésung bei der Blindbestimmung (Vo ml) notieren.

6. BERECHNUNG Der Gehalt an Wasserstoffperoxid der Ware in Gewichts-Prozent (% m/m) wird
nach folgender Formel berechnet:

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

) I
% Wasserstoffperoxid 7% 10 X 1000 oder
~ (V—=Vo) x 4,252
% Wasserstoffperoxid = =
In dieser Formel bedeuten:
m = die Menge der untersuchten Ware in Gramm (5.1),
Vo = den in ml ausgedrickten Verbrauch an Natriumthiosulfatldsung bei der
Blindbestimmung (5.4),

\% = den in ml ausgedrickten Verbrauch an 0,1 N Natriumthiosulfatldsung bei der

Titration der Probeldsung (5.3).
7. WIEDERHOLBARKEIT (%)

Unter den oben beschriebenen Umsténden betrégt die Standardabweichung der MeRergebnisse
bei einer Probe, die ungefahr 6 % (m/m) Wasserstoffperoxid enthalt, héchstens 0,2 %.

(*) Siehe Norm 1SO 5725.
Anlage 9

1. NACHWEIS UND HALBQUANTITATIVE BESTIMMUNG VON OXIDIERENDEN
FARBSTOFFEN IN HAARFARBEMITTELN

1. ZWECK UND ANWENDUNGSBEREICH

Nach dieser Methode lassen sich nachstehend aufgeflihrte Substanzen in cremeférmigen und
flussigen Haarférbemitteln nachweisen und halbquantitativ bestimmen:

Bezeichnung der Substanzen Symbol
Phenylendiamine

1-2 Phenylendiamin (o) (OPD)
1-3 Phenylendiamin (m) (MPD)
1-4 Phenylendiamin (p) (PPD)
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Toluylendiamine

3-4 Toluylendiamin (o) (OTD)

2-4 Toluylendiamin (m) (MTD)

2-5 Toluylendiamin (p) (PTD)

Diaminophenol

2-4 Diaminophenol (DAP)

Hydrochinon

1-4 Dihydroxybenzol H)

a-Naphthol (N)

Pyrogallol

1-2-3 Trihydroxybenzol (P)

Resorcin

1-3 Dihydroxybenzol (R)
PRINZIP

Die oxidierenden Farbstoffe werden den cremeférmigen oder flissigen Farbemitteln bei einem
pH-Wert von 10 mit Hilfe von 96 %igem Athanol entzogen und diinnschichtchromatographisch
(eindimensional (5) und/oder zweidimensional (6)) identifiziert.

Zur halbquantitativen Bestimmung der Substanzen vergleicht man das chromatographische Bild
der Proben unter Anwendung von vier Entwicklungssystemen mit denjenigen der Lésungen der
chromatographisch bestimmten Vergleichserzeugnisse.

. REAGENZIEN

Es sind ausschlieRlich analysenreine Reagenzien zu verwenden.
absolutes Athanol

Aceton

Athanol 96° (v/v)

25 %iges Ammoniak

20 _
(62 =0,91)

L(+)-Ascorbinséure

Chloroform

Cyclohexan

technischer Stickstoff

Toluol

Benzol

priméres Butanol

sekundéres Butanol

50 %ige unterphosphorige Séure
Diazoreagenzien: hier kdnnen verwendet werden

— 4-Nitro-1-benzoldiazon, versalzen und stabilisiert durch (beispielsweise) Chlorbenzolsulfonat-
lon (rouge 2 JN von Francolor oder ahnliches),

— 2-Chloro-4nitro-1-benzoldiazon, versalzen und stabilisiert durch  (beispielsweise)
Naphthalinbenzoat-lon (NNCD Reagens — Nr. 74150 von Fluka oder ahnliches).

Silbernitrat
p-Dimethylaminobenzaldehyd
2-5-Dimethylphenol
Ferrochlorid 6 H,0O

10 %ige Salzsdure
Vergleichssubstanzen
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Als Vergleichssubstanzen dienen die im Abschnitt 1 ,Zweck und Anwendungsbereich
aufgefiihrten Stoffe. Amino-Verbindungen sind ausschlieBlich als Mono- oder Bi-Chlorhydrate
oder in basischer Form zu verwenden.

3.21. Vergleichslosungen (0,5 % m/v)

Von jeder der in 3.20 genannten Vergleichssubstanzen wird eine 0,5 %ige (m/v) Ldsung
hergestellt.

50 mg + 1 mg der Vergleichssubstanz werden in einen 10-mlI-MeRkolben eingewogen.

5 ml 96 %iges Athanol hinzugeben (3.3).

250 mg Ascorbinsaure hinzugeben (3.5).

Die Mischung mit Hilfe einer Ammoniaklésung (3.4) auf einen pH-Wert von 10 bringen.
Mit 96 %igem Athanol auf 10 ml auffiillen und mischen.

Die Ldsungen konnen eine Woche lang an einem kiihlen, lichtgeschitzten Ort aufbewahrt
werden.

Bei der Zugabe der Ascorbinsdure und des Ammoniaks kann sich in bestimmten Féllen ein
Niederschlag bilden. In diesem Fall empfiehlt sich vor der Probenahme eine Dekantierung.

3.22. Laufmittel
3.22.1. Aceton — Chloroform — Toluol: 35-25-40 (v/viv)
3.22.2. Chloroform — Cyclohexan — Absolutes Athanol — 25 %iges Ammoniak: 80-10-10-1 (V/V/v/v)

3.22.3 Benzol — Sekundares Butanol — Wasser: 50-25-25 (v/v/v). Die Mischung gut schitteln und nach
Dekantierung bei Raumtemperatur (20 — 25 °C) die oberste Phase abnehmen.

3.22.4. Primdres Butanol — Chloroform und Reagens M: 7-70-23 (v/v/v). Bei 20 bis 25 °C sorgfaltig
dekantieren und die untere Phase verwenden.

Vorbereitung des Reagens M

25 %ige NH,OH (v/v) (3.4) 24 Teile

50 %ige unterphosphorige Saure (3.13) 1 Teil

H,0 75 Teile
Anmerkung

Laufmittel, die Ammoniak enthalten, missen vor ihrer Verwendung gut geschittelt werden.
3.23. Nachweismittel
3.23.1. Diazoreagens

Eine 5 %ige walrige Losung (m/v) des Reagens (3.14) herstellen. Diese Losung mull unmittelbar
vor ihrer Verwendung hergestellt werden.

3.23.2. Reagens nach Ehrlich
2 g p-Dimethylaminobenzaldehyd (3.16) in 100 ml 10 %iger waRriger Salzsaure (m/v) auflésen
(3.19).
3.23.3. 2-5-Dimethylphenol-Ferrochlorid 6 H,O
Losung 1: 1 g Dimethylphenol (3.17) in 100 ml 96 %igem Athanol auflésen (3.3).
Losung 2: 4 g Ferrochlorid 6 H,O (3.18) in 100 ml 96 %igem Athanol auflésen (3.3).

Bei Durchfiihrung des Nachweises die beiden Lésungen einzeln aufspriihen, und zwar zunéachst
Lésung 1 und dann Ldsung 2.

3.23.4. Ammoniakalisches Silbernitrat

Einer 5 %igen walrigen Losung (m/v) von Silbernitrat (3.15) 25 %iges Ammoniak (3.4)
zusetzen, bis sich der Niederschlag auflost.

Dieses Reagens ist unmittelbar vor seiner Verwendung herzustellen. Nicht aufbewahren!
4. GERATE
4.1. Laboratoriumsausristung fiir Dinnschichtchromatographie

4.1.1. Kunststoff- oder Glasschale, in der die chromatographische Platte wahrend der Absitzung und bis
zur Ausentwicklung unter Stickstoff gehalten werden kann. Diese Vorsichtsmanahme ist wegen
der starken Oxidierbarkeit bestimmter Farbstoffe notwendig.

4.1.2. 10-pl-Spritze (0,2-1-Einteilung) mit Nadel (gerades Ende) oder vorzugsweise ein automatisches
Auftraggerat (50 pl), derart am Stativ befestigt, daB die Platte unter Stickstoff gehalten werden
kann.
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4.1.3. Kieselgel-Fertigplatten von 0,25 mm Dicke auf Kunststoffilm 20 = 20 cm (Macherey und Nagel
Kieselgel G-HR oder dhnliches).

4.2. Zentrifuge 4 000 U/min.
4.3. Zentrifugierrohrchen 10 ml mit Schraubverschluf3.
5. ARBEITSWEISE
5.1. Vorbehandlung der Proben
Die aus der Tubentffnung austretenden ersten 2 oder 3 cm Creme werden entfernt.

In ein vorher mit Stickstoff durchspultes Zentrifugierréhrchen (4.3) werden 300 mg
Ascorbinséure, 6 g Creme oder 3 g homogenisierte Fliissigkeit gegeben.

Liegt der pH-Wert unter 10, so werden einige Tropfen des 25%igen Ammoniaks hinzugefigt und
das Zentrifugierréhrchen mit 96%igem Athanol (3.3) auf 10 ml aufgefullt.

Unter Stickstoff homogenisieren, das Rohrchen verschliefen und 10 Minuten lang bei 4 000
U/min. zentrifugieren.

Die obenschwimmende L&sung verwenden.
5.2. Chromatographie
5.2.1. Auftragen
Unter Stickstoff auf eine Kieselgelplatte (4.1.3) an neun Punkten 1 pl von jeder der
beschriebenen Vergleichsldsungen auftragen. Diese werden wie folgt verteilt:
1 2 3 4 5 6 7 8 9
R P H PPD DAP PTD OPD OTD MPD

MTD alpha-N

Aulerdem werden jeweils am 10. und am 11. Punkt 2 ul der nach 5.1 vorbehandelten Proben
aufgetragen.

Die Platte bis zur chromatographischen Trennung unter Stickstoff aufbewahren.
5.2.2. Entwicklung

Die Platte wird in einen vorher mit Stickstoff gereinigten und mit den Dadmpfen eines der vier
geeigneten Ldsungsmittel (3.22) gesattigten Behalter eingehéngt und bei Raumtemperatur und
Dunkelheit so lange entwickelt, bis sich die Lésungsmittelfront etwa 15 cm vom Startpunkt
entfernt hat.

Nunmehr die Platte herausnehmen und unter Stickstoff bei Raumtemperatur trocknen.

5.2.3. Nachweis
Die Platte mit einem der in 3.23 genannten vier Nachweismittel besprihen.

5.2.4. ldentitatsprifung
Man vergleicht die Rf und die an jeder Probe erhaltenen Farbungen mit denen der
Vergleichssubstanzen. In Tabelle | sind die Rf und Féarbungen angegeben, wie sie mit den
einzelnen Lauf- und Nachweismitteln fiir jede Probe erzielt wurden.
LaRt die ldentitatsprifung Zweifel aufkommen, so kann zuweilen dadurch Klarheit erzielt
werden, da man der Probe die entsprechende Vergleichssubstanz hinzufugt.

5.2.5. Halbguantitative Bestimmung
Man vergleicht visuell die Intensitat der Flecken der einzelnen nach 5.2.4 nachgewiesenen
Substanzen mit einer geeigneten und bekannten anhand der entsprechenden Vergleichssubstanz
gewonnenen Standardkonzentration.
Ist die Konzentration des Bestandteils der Probe zu hoch, so mul3 die zu chromatographierende
Ldsung verdunnt und eine neue Bestimmung vorgenommen werden.
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Rf-Werte und unmittelbar nach der Entwicklung erzielte Farbungen

Laufmittel Nachweismirtel
Vergleichs- RE Farbungen
"% ) ‘ Diazoreagenz Reagenz nach Dimethylphenol- Silbernitrat-
3.22.1 | 3222 | 3223 | 3.224 Ehrlich Reagenz Reagenz
(3.23.1) (3.23.2) (3.23.3) (3.23.4)
OPD 0,62 0,60 0,30 0,57 | schwach braun —_— — schwach braun
MPD 0,40 | 0,60 | 0,47 | 0,48 | braun-violett*) gelb schwach braun schwach braun
PPD 0,20 0,50 0,30 0,48 b}aun hochrot*) violett grau
oTD 0,60 | 0,60 | 0,53 | 0,60 | braun*) schwach orange | schwach braun braun-grau
MTD 0,40 0,67 0,45 0,60 | rotbraun*) gelb braun schwarz
PTD 0,33 0,65 0,37 0,70 | braun orange violetr*) grau
DAP 0,07 —_ 0 0,05 | braun®) orange violett braun
H 0,50 0,35 0,80 0,20 | — orange violett schwarz*)
o-N 0,90 0,80 0,90 0,75 | braun-orange — violett*) schwarz
P 0,37 — 0,67 0,05 | braun sehr helles violett | sehr helles braun | braun*)
R 0,50 0,37 0,80 0,17 | orange*) schwach violett sehr helles braun | schwach braun
Anmerkungen:

1. OPD wurde nur schwach sichtbar, fiir eine deutliche Trennung von OTD muf} das Ldsungsmittel
(3.22.3) verwendet werden.

2. *) zeigt den besten Nachweis an.

6.

6.1.
6.1.1.
6.1.2.
6.1.3.
6.1.4.
6.1.5.
6.1.6.

6.2.
6.2.1.
6.3.

6.4.

6.4.1.

6.4.2.

6.4.3.

www.ris.bka.gv.at

ZWEIDIMENSIONALE DUNNSCHICHTCHROMATOGRAPHISCHE UNTERSUCHUNG

Zu der

hier

beschriebenen

zweidimensionalen

nachstehende Reagenzien gebraucht:
Vergleichssubstanzen und -16sungen
B-Naphthol (B-N)
2-Aminophenol (OAP)
3-Aminophenol (MAP)
4-Aminophenol (PAP)
2-Nitro-p-Phenylendiamin (2 NPPD)
4-Nitro-0-Phenylendiamin (4 NOPD)

Dunnschichtchromatographie

werden

Von diesen zusdtzlichen Vergleichssubstanzen wird eine 0,5 %ige Losung (m/v) nach 3.2.1
hergestellt.

Laufmittel

25%iges Athylacetat-Cyclohexan-Ammoniak (65-35-0,50) (V/v/v)

Nachweismittel

Ein Glasgefal in einen Entwicklungsbehalter fiir Dinnschichtchromatographie bringen, etwa 2 g
kristallisiertes Jod hineingeben und den Behdlter schliefen.
Chromatographie

Wie auf Figur 1 angegeben, zwei Linien auf
diinnschichtchromatographischen Platte einzeichnen (4.1.3).
Unter Stickstoff (4.1.1) auf den Startpunkt 1 (Figur 1) bis 4 pl Extrakt (5.1) auftragen. Die
Menge hangt von der Intensitéat der auf dem Chromatogramm (5.2) erhaltenen Flecken ab.

Die nachgewiesenen beziehungsweise nach Punkt 5.2 vermeintlich nachgewiesenen oxidierenden
Farbstoffe je zur Halfte auf die Punkte 2 und 3 (Figur 1) auftragen. Der Abstand zwischen diesen

der  Adsorptionsschicht einer
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Punkten betragt 1,5 cm. Von samtlichen Referenzlgsungen mit Ausnahme von DAP 2 ul
auftragen, von DAP werden 6 pl bendtigt. Dies muB in Stickstoffatmosphéare geschehen.

6.4.4. Den unter 6.4.3 beschriebenen VVorgang bei den Startpunkten 4 und 5 (Figur 1) wiederholen und
die Platte bis zur Durchflihrung der Chromatographie in Stickstoffatmosphére aufbewahren.

6.4.5. Einen Chromatographierbehdlter mit Stickstoff durchblasen und eine geeignete Menge
Entwicklungslosung (3.22.2) einfullen. Die Platte (6.4.4) in den Behalter stellen und bei
Dunkelheit in der ersten Laufrichtung chromatographieren (Figur 1). Solange
chromatographieren bis die Lésungsmittelfront mindestens 13 cm durchlaufen hat.

6.4.6. Die Platte aus dem Behélter nehmen und zur Verdampfung der Lésungsmittelreste wenigstens 60
Minuten lang in den mit Stickstoff ausgeblasenen Behalter legen.

6.4.7. Mit einem mit MefRskala versehenen Reagenzglas eine geeignete Menge des Laufmittels (6.2.1)
in einem mit Stickstoff ausgeblasenen Behélter eingeben, dann die im Verhéltnis zur ersten
Elutionsrichtung um 90° gedrehte Platte in den Behalter einsetzen und in der zweiten Richtung
bei Dunkelheit chromatographieren, bis die Ldsungsmittelfront die auf der absorbierenden
Schicht markierte Linie erreicht. Die Platte aus dem Behdlter nehmen und das Ldsungsmittel an
der Luft verdampfen lassen.

6.4.8. Die Platte 10 Minuten lang in einem Chromatographierbehalter Joddampfen (6.3) aussetzen und
das zweidimensionale Chromatogramm anhand der zur gleichen Zeit chromatographierten
Vergleichssubstanzen auswerten (Tabelle I1).

Anmerkung

Die intensivste Féarbung der Flecken erhélt man, wenn man das Chromatogramm eine halbe
Stunde lang nach der Entwicklung der Luft aussetzt.

6.4.9. Der Nachweis der nach 6.4.8 gefundenen oxidierenden Farbstoffe 1403t sich zweifelsfrei dadurch
erbringen, dall man die in 6.4.1 bis 6.4.8 einschlielich beschriebene Behandlung wiederholt,
wobei man auf den Startpunkt 1 neben die in 6.4.2 vorgeschriebene Extraktmenge 1 ul der in
6.4.8 nachgewiesenen Vergleichssubstanz aufbringt.

LaRt sich kein anderer Fleck feststellen, so stimmt die Auswertung des ersten Chromatogramms.

TABELLE I
Farben der Vergleichssubstanzen nach Chromatographie und Nachweis durch Joddampfe

Vergleichs- Farbe nach dem Nachweis durch Joddampfe
substanzen
R beige
P braun
a-N violett
B-N hellbraun
H braun-violett
MPD gelbbraun
PPD braun-violett
MTD dunkelbraun
PTD gelbbraun
DAP dunkelbraun
AOP orange
MAP gelbbraun
PAP braun-violett
2-NNPD braun
4-NOPD orange
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Anlage 10

111. NACHWEIS UND QUANTITATIVE BESTIMMUNG VON NITRIT

A. NACHWEIS

1. ANWENDUNGSBEREICH

Die Methode kann zum Nachweis von Nitrit in kosmetischen Erzeugnissen verwendet werden,
insbesondere in Cremes, Salben und Zahnpasten.

2. PRINZIP DER METHODE

Nitrit wird durch die Bildung von gefarbten Reaktionsprodukten von 2-Aminobenzaldehyd-
phenylhydrazon (Nitrin) nachgewiesen.

3. REAGENZIEN
Es sind analysenreine Reagenzien zu verwenden.
3.1. Verdiinnte Schwefelsdure: Verdinne 2 ml konzentrierte Schwefelsaure

(d? = 1,84) mit 11 ml destilliertem Wasser.
3.2. Verdinnte Salzsaure: Verdlinne 1 ml konzentrierte Salzséure
(d% =0,19) mit 11 ml destilliertem Wasser.

3.3. Methanol

3.4. Loésung von 2-Aminobenzaldehyd phenylhydrazon (Nitrin) in Methanol.
Wiege 2 g Nitrin in einen 100-ml-MeRkolben. Fiuge tropfenweise 4 ml verdiinnte Salzsdure (3.2)
hinzu und schiittle. Falle bis zur Marke mit Methanol auf und mische bis die Lésung véllig Klar
ist. Die Losung wird in einer braunen Glasflasche aufbewahrt (4.3).

4, GERATE
4.1. Becherglas 50 ml
4.2. 100-ml-Mefkolben
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4.3. 125 ml braune Glasflasche

4.4. Glasplatte, 10 x 10 cm

4.5. Kunststoffspatel

4.6. Filtrierpapier, 10 x 10 cm
5. DURCHFUHRUNG

5.1. Verstreiche einen Teil der zu untersuchenden Probe gleichmé&Rig auf der Glasplatte, bis zu einer
Dicke von nicht mehr als 1 cm.

5.2. Trénke ein Blatt Filterpapier (4.6) in destilliertem Wasser, lege dieses auf die Probe und dricke
das Filterpapier mit einem Plastikspatel an (4.5).

5.3. Warte einige Minuten und benetze die Mitte des Filterpapiers:
erst mit 2 Tropfen verdunnter Schwefelsdure (3.1),
dann mit 2 Tropfen von der Nitrinldsung (3.4).

5.4. Nach 5 bis 10 Sekunden entferne das Filtrierpapier und betrachte es gegen Tageslicht. Die
Anwesenheit von Nitrit wird durch eine purpurrote Farbung angezeigt.

Bei niedrigen Nitritkonzentrationen verandert sich die purpurrote Farbe nach 5 bis 15 Sekunden
in gelb. Wenn hohe Nitritkonzentrationen vorhanden sind, tritt die Farbverdnderung erst nach 1
bis 2 Minuten ein.

6. BEMERKUNG

Die Intensitat der purpurroten Farbe und die Zeit bis zur Farbverédnderung gibt einen Hinweis auf
den Nitritgehalt der Probe.

B. BESTIMMUNG
1. ANWENDUNGSBEREICH
Die Methode beschreibt die Bestimmung von Nitrit in kosmetischen Erzeugnissen.
2. BEGRIFFSBESTIMMUNG

Der Nitritgehalt der Probe, bestimmt nach dieser Methode, wird in % (m/m) Natriumnitrit
angegeben.

3. PRINZIP DER METHODE

Die Probe wird mit Wasser verdunnt und geklart. Das Nitrit wird mit Sulfanilamid und N-1-
Naphthylathylen-Diamin in Reaktion gebracht und die entstehende Féarbung bei 538 nm
gemessen.

4. REAGENZIEN
Es sind analysenreine Reagenzien zu verwenden.
4.1. Klarlosungen: Diese Losungen sind wochentlich frisch herzustellen.
4.1.1. Carrez-1-Reagenz:

106 g Kaliumzyanoferrat (II), K4;Fe(CN)s - 3H,O in destilliertem Wasser auflosen und auf
1 000 ml verduinnen.

4.1.2. Carrez-l1-Reagenz:

219,5 g Zinkazetat, Zn (CH3COO), - 2H,0 und 30 ml Eisessig in destilliertem Wasser auflésen
und auf 1 000 ml verdiinnen.

4.2. Natriumnitritlosung:

0,500 g Natriumnitrit in destilliertem Wasser auflésen und auf 1 000 ml verdiinnen. Danach
10 ml dieser Stammldsung auf 500 ml verdinnen. 1 ml Losung = 10 Mikrogramm NaNO,.

4.3. 1 N Natriumhydroxidlésung:
4,0 g NaOH in destilliertem Wasser auflosen und auf 100 ml verdiinnen.
4.4. 0,2%-Sulfanilamid-Hydrochloridlésung:

2,0 g Sulfanilamid in 800 ml Wasser durch Erwarmen auflésen. Abkiihlen, 100 ml konzentrierte
Salzséure unter Ruhren hinzufligen und auf 1 000 ml verdiinnen.

4.5. 5-n-Salzséure:
445 ml konzentrierte Salzsaure

(d? = 1,18) mit Wasser auf 1 000 ml verdiinnen.

4.6. N-1-Naphthylathylendiamin-Dihydrochloridreagenz
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(Naphthylreagenz):

Die Ldsung ist taglich frisch herzustellen.

0,1 g N-1-Naphthylathylendiamin-Dihydrochlorid in Wasser auflésen und auf 100 ml verdiinnen.
5. GERATE UND HILFSMITTEL

5.1. Analytische Waage

5.2. 100-, 250-, 500- und 1 000-mI-MeRkolben

5.3. Vollpipetten oder MeRpipetten

5.4. 100-ml-MeRzylinder

5.5. Faltenfilter, nitritfrei, Durchmesser 15 cm

5.6. Wasserbad

5.7. Spektrophotometer mit 1-cm-Kdvetten

5.8. pH-Melgerat

5.9. 10-ml-Mikrobirette

5.10. 250-ml-Becherglas
6. DURCHFUHRUNG

6.1. Wiege ungefahr 5 g der homogenisierten Probe auf 0,1 mg genau ein. Uberfiihre sie mit heifem
destilliertem Wasser quantitativ in einen 250-ml-Kolben und bringe das Volumen auf ungefahr
150 ml mit heiRem destilliertem Wasser. Erwdrme den Kolben 1/2 Stunde lang in einem
Wasserbad von 80 °C. Wéhrend dieser Zeit ist gelegentlich umzuschitteln.

6.2. Kilhle auf Raumtemperatur ab und fiige nacheinander unter Umriihren 2 ml Carrez | (4.1.1) und
2 ml Carrez 11 (4.1.2) zu.

6.3. Bringe mit 1-N-Natronlauge (4.3) auf pH 8,3 (pH-MeRgerat benutzen). Uberfiinre den Inhalt
quantitativ in einen 250-ml-MeRkolben und fille zur Marke mit destilliertem Wasser auf.

6.4. Vermische den Inhalt und filtriere durch ein Faltenfilter (5.5).

6.5. Pipettiere einen angemessenen aliquoten Teil (V ml) des klaren Filtrats, aber nicht mehr als
25 ml, in einen 100-ml-MeRkolben und fille destilliertes Wasser bis zu einem Volumen von
60 ml hinzu.

6.6. Nach dem Durchmischen flige 10 ml Sulfanilamid-Hydrochloridlésung (4.4) und dann 6 ml der
5-n-Salzsdure (4.5) zu. Mische und lasse 5 Minuten stehen. Fige 2 ml des N-1-
Naphthylathylendiaminreagenz (4.6) hinzu, mische und lasse 3 Minuten stehen. Fulle bis zur
Marke mit Wasser auf und schuttele durch.

6.7. Zur Herstellung einer Blindprobe wiederhole die Operationen nach 6.5 und 6.6 ohne
Hinzufligung des N-1-Naphthylreagenz (4.6).

6.8. Bestimme (5.7) die Extinktion bei 538 nm, dabei ist der Blindwert nach 6.7 als Vergleich zu
verwenden.

6.9. Entnehme aus der Eichkurve (6.10) den Natriumnitritgehalt in Mikrogramm pro 100 ml der
Losung (my Mikrogramm), die der nach 6.8 gemessenen Extinktion entspricht.

6.10. Unter Verwendung der 10 pg/ml Natriumnitritlésung (4.2) wird eine Eichkurve fir die
Konzentrationen 0, 20, 40, 60, 80, 100 ug Natriumnitrit pro 100 ml hergestellt.
7. BERECHNUNG
Berechne den Gehalt an Natriumnitrit in % (m/m) nach folgender Formel:
100 my

250
%NaNOz=7Xm1X10_6X7 = m

Dabei bedeuten
m

Masse der flr die Untersuchung eingesetzten Probemenge in g (6.1),
Natriumnitritgehalt in Mikrogramm, ermittelt nach 6.9,

V = ml-Filtrat verwendet fur die Messung (6.5).
8. WIEDERHOLBARKEIT (%)

Fur einen Gehalt von ungefahr 0,2 % m/m Natriumnitrit darf die Differenz zwischen zwei
Parallelbestimmungen den absoluten Wert von 0,005 % nicht tiberschreiten.

my

(*) Siehe Norm 1SO 5725.
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Anlage 11

NACHWEIS UND QUANTITATIVE BESTIMMUNG DES FREIEN FORMALDEHYDS

1. ANWENDUNGSBEREICH Die Methode beschreibt den qualitativen Nachweis und die
quantitative Bestimmung des Formaldehyds in allen kosmetischen Erzeugnissen; sie umfaft drei
Teile:

1.1. Nachweis
1.2. Bestimmung der Gesamtmenge durch Kolorimetrie mit Pentan-2,4-Dion (Acetylaceton):

Diese Methode ist anwendbar, wenn das Formaldehyd einzeln oder mit anderen
Konservierungsstoffen, die kein Formaldehyd abspalten, verwendet wird.

Im gegenteiligen Fall und falls das Ergebnis die im Fertigerzeugnis zul&ssige
Hdchstkonzentration Ubersteigt, ist die folgende Methode zur Bestitigung anzuwenden:

1.3. Quantitative Bestimmung bei Anwesenheit von Formaldehyd-abspaltenden Stoffen:

Zunéchst ist das freie Formaldehyd vom gebundenen oder polymerisierten Formaldehyd durch
Flussigkeitschromatografie zu trennen. AnschlieBend ist die Menge nach der vorstehend
beschriebenen Methode durch Kolorimetrie zu bestimmen.

2. BEGRIFFSBESTIMMUNG

Der nach dieser Methode bestimmte Gehalt der Probe an freiem Formaldehyd, ist in Prozent
(m/m) anzugeben.

3. NACHWEIS DES FREIEN UND GEBUNDENEN FORMALDEHYDS
3.1. Prinzip

Freies und gebundenes Formaldehyd ergeben in schwefelsaurem Milieu in Anwesenheit von
Schiffs-Reagenz eine rosa oder lila Farbung.

3.2. Reagenzien
Es sind analysenreine Reagenzien zu verwenden.
3.2.1. Fuchsin
3.2.2. Natriumsulfithydrat mit 7 H,O
3.2.3. Konzentrierte Chlorwasserstoffsaure (d = 1,19)
3.2.4. Schwefelséure, etwa 2 n
3.2.5. Schiffs-Reagenz

In ein Becherglas 100 mg Fuchsin (3.2.1) einwiegen und mit 75 ml auf 80 °C erwdrmtem Wasser
auflésen. Nach dem Abkihlen 2,5 g Natriumsulfit (3.2.2) und 1,5 ml Chlorwasserstoffsaure
(3.2.3) hinzugeben, auf 100 ml auffillen. Aufbewahrung 2 Wochen.

3.3. Durchfuhrung
3.3.1. In ein 10ml-Becherglas ca. 2 g der Probe einfillen.

3.3.2. Zwei Tropfen H,SO, (3.2.4) und 2 ml Schiffs-Reagenz (3.2.5) hinzufuigen. Dieses Reagenz mufl}
zum Zeitpunkt der Anwendung absolut farblos sein. Schutteln, 5 Minuten stehenlassen.

3.3.3. Wird nach 5 Minuten eine rosa oder lila Féarbung festgestellt, so liegt die enthaltene
Formaldehydmenge iber 0,01 %.

Das freie und gebundene Formaldehyd ist nach Punkt 4 und, wenn nétig, nach Punkt 5
quantitativ zu bestimmen.

4. BESTIMMUNG DER GESAMTMENGE DURCH KOLORIMETRIE MIT PENTAN-2,4-DION
(ACETYLACETON)

4.1. Prinzip

Das Formaldehyd reagiert mit Pentan-2,4-dion in Anwesenheit von Ammoniumacetat unter
Bildung von 3,5-Diacetyl-1,4-Dihydrolutidin. Dieses ist mit 1-Butanol zu extrahieren und die
Absorption bei 410 nm zu messen.

4.2. Reagenzien
Es sind analysenreine Reagenzien zu verwenden.
4.2.1. Ammoniumacetat, wasserfrei
4.2.2. Konzentrierte Essigsaure

4.2.3. Frisch unter vermindertem Druck 25 mm Hg25° destilliertes Pentan-2,4-dion (Acetylaceton), das
bei 410 nm keinerlei Absorption ergeben darf.
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4.2.4. 1-Butanol
4.2.5. n-Chlorwasserstoffsdure
4.2.6. Chlorwasserstoffsaure, etwa 0,1 n
4.2.7. n-Natriumhydroxid
4.2.8. Starkel6sung, frisch hergestellt nach Ph. Eur., (1 g/50 ml Wasser). Zweite Ausgabe 1980, Teil I-
VII-1-1.
4.2.9. Formaldehyd, 37-40 %ig
4.2.10. 0,1-n-JodIdsung (genau eingestellt).
4.2.11. 0,1-n-Natriumthiosulfatlésung (genau eingestellt).
4.2.12. Acetylaceton-Reagenz
In einem 1 000-ml MeRkolben lésen
— 150 g Ammoniumacetat (4.2.1),
— 2 ml Acetylaceton (4.2.3),
— 3 ml Essigséure (4.2.2).
Mit Wasser (pH der Ldsung etwa 6,4) auf 1 000 ml auffullen.
Dieses Reagenz ist stets frisch herzustellen.
4.2.13. Reagenz (4.2.12) ohne Acetylaceton.
4.2.14. Formaldehyd-Stammldsung
In eine 1 000 ml-MeRflasche 5 g Formaldehyd (4.2.9) eingeben und auf 1 000 ml auffullen.

Bestimmung des Gehalts dieser Ldsung: Hierzu 10,00 ml entnehmen, 25,00 ml eingestellter
Jodl6sung (4.2.10) und 10 ml Natriumhydroxidlésung (4.2.7) hinzugeben.

5 Minuten stehenlassen.

11 ml n-HCL (4.2.5) sowie eine Starkelosung als Indikator hinzugeben und den Uberschuf® der
Jodlosung mittels eingestellter Natriumthiosulfatlésung (4.2.11) titrieren.

Der Verbrauch von 1 ml 0,1-n-Jodlésung entspricht 1,5 ml HCHO.
4.2.15. Formaldhyd-(Anm.: richtig: Formaldehyd-)Vergleichsldsung

Mit entmineralisiertem Wasser zuunédchst (Anm.: richtig: zunéchst) eine Lésung 1 : 20 und
hiervon eine Losung 1 : 100 herstellen.

1 ml dieser Loésung enthalt etwa 1 pg Formaldehyd.
Der genaue Gehalt ist zu berechnen.
4.3. Gerate
4.3.1. Ubliches Laborgerat.
4.3.2. ,,Phasentrennungs“-Filter WHATMAN 1 PS (oder ein gleichwertiger Filter).
4.3.3. Zentrifuge.
4.3.4. Wasserbad, 60 °C.
4.3.5. Spektrophotometer.
4.3.6. 1-cm-Glaskivetten.
4.4. Durchfuhrung
4.4.1. Probelésung

In einen 100-ml-MeRkolben auf 0,001 g genau eine Probenmenge (in g), die einer vermuteten
Menge von etwa 150 p HCHO entspricht, einwiegen. Mit entmineralisiertem Wasser auf 100 ml
auffiillen (S-Ldsung).

(Uberpriifen, ob der pH nahe bei 6 liegt, sonst in Chlorwasserstoffsaurelosung (4.2.6)
verdiinnen).

In einen 50-ml-Erlenmeyerkolben mit der Pipette eingeben

— 10,00 ml der S-Losung,

— 5,00 ml Pentan-2,4-dion Reagenz (4.2.12), mit entmineralisiertem Wasser auf 30 ml aufftllen.
4.4.2. Vergleichslosung

Die eventuelle Interferenz einer Grundfarbung in der Versuchsprobe fir den Versuch ist wie folgt
zu beseitigen: In einen 50-ml-Erlenmeyerkolben eingeben:

— 10,0 ml S-Lésung,
— 5,0 ml Reagenz (4.2.13), mit entmineralisiertem Wasser auf 30 ml auffiillen.
4.4.3. Blindlésung
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In einen 50-ml-Erlenmeyerkolben eingeben: 5,0 ml Pentan-2,4-dion-Reagenz (4.2.12) und mit
entmineralisiertem Wasser auf 30 ml auffullen.

4.4.4. Quantitative Bestimmung

4.4.4.1. Die Erlenmeyerkolben nach 4.4.1, 4.4.2 und 4.4.3 schiitteln und 10 Minuten lang in ein
Wasserbad von 60 °C eintauchen. Zwei Minuten in einem Kuhlbad abkihlen lassen.

4.4.4.2. Den Inhalt jeweils in einen 50-ml-Scheidetrichter, der genau 10 ml 1-Butanol (4.2.4) enthalt,
uberfuhren. Mit 3-5 ml Wasser nachspulen; die Mischung genau 30 Sekunden kréftig schutteln,
dann abtrennen.

4.4.4.3. Die Butanol-Phase iiber ,,Phasentrennungs™ -Filter (4.3.2) in die MeRkiivetten filtrieren. Auch
das Zentrifugieren (3 000 g, 5 Min. lang) ist moglich.

4.4.4.4. Die Absorption A; der Probenldsung nach (4.4.1) gegen den Extrakt der Vergleichslésung nach
(4.4.2) bei 410 nm messen.

4.4.4.5. Entsprechend die Absorption A, der Blindlésung nach (4.4.3) gegen 1-Butanol messen.

Anmerkung:  Samtliche Arbeitsgange sind innerhalb von 25 Minuten nach dem Eintauchen
des Erlenmeyerkolbens in das 60 °C-Wasserbad durchzufiihren.
4.4.5. Eichkurve

4.4.5.1. In einen 50-ml-Erlenmeyerkolben eingeben:
— 5,00 ml der verdiinnten Stammlésung (4.2.14),
— 5,00 ml Acetylaceton-Reagenz (4.2.12), mit entmineralisiertem Wasser auf 30 ml auffillen.

4.4.5.2. Weiter nach (4.4.4.5) verfahren; die Absorption gegen 1-Butanol (4.2.4) messen.

4.4.5.3. Das Verfahren mit 10, 15, 20, 25 ml verdiinnter Stammldsung (4.2.14) wiederholen.

4.4.5.4. Den Nullwert (entsprechend der Farbung der Reagenzien) wie in (4.4.4.5) bestimmen.

4.4.5.5. Die Eichkurve nach Substraktion des Null-Wertes von den Absorptionswerten nach (4.4.5.1) und
(4.4.5.3) zeichnen. Das Beersche Gesetz gilt bis 30 ug Formaldehyd.

4.5. Darstellung der Ergebnisse

45.1. A, von A; abziehen und aus der Eichkurve (4.4.5.5) die in der Losung (4.4.1) enthaltene und in
ug Formaldehyd ausgedriickte Menge C ablesen.

4.5.2. Den Formaldehydgehalt der Probe (% m/m) nach folgender Formel berechnen:

% HCHO = ——
m = Masse der Probenahme in g.

4.6. Wiederholbarkeit ()
Bei einem Formaldehydgehalt von 0,2 % darf die Differenz der Ergebnisse von zwei parallel
durchgefilhrten quantitativen Bestimmungen 0,005 % bei der kolorimetrischen Methode mit
Acetylaceton nicht iberschreiten.
Falls die Ergebnisse der quantitativen Bestimmung des freien Formaldehyds Uber den in der
Verordnung Uber das Verbot und die Beschrankung von Stoffen fir kosmetische Mittel, BGBI.
Nr. 339/1994 i.d.j.g.F., festgelegten Werten liegen, d. h.:
a) zwischen 0,05 % und 0,2 % bei einem Produkt, bei dem der Formaldehydgehalt nicht auf dem

Etikett angegeben ist,
b) iber 0,2 % bei einem Produkt, bei dem der Formaldehydgehalt angegeben bzw. nicht
angegeben ist,
ist nach der unter Punkt 5 beschriebenen Methode zu verfahren.
5. QUANTITATIVE BESTIMMUNG BEI ANWESENHEIT VON FORMALDEHYD

ABSPALTENDEN STOFFEN

5.1. Prinzip
Das freie Formaldehyd ist durch Hochleistungsflissigkeitschromatographie abzutrennen. Um
eine Spaltung der HCHO-abspaltenden Stoffe bei der Derivatisierung zu vermeiden, ist vorher
eine Flissigkeitschromatographie durchzufiihren; das abgespaltene Formaldehyd ist durch
Kettenreaktion mit dem Acetylaceton in einem Nach-S&ulen-Reaktor in gelbes Lutidin-Derivat
umzuwandeln; das entstandene Derivat ist durch Absorption bei 420 nm nachzuweisen.

5.2. Reagenzien
Es sind analysenreine Reagenzien zu verwenden.

5.2.1. Baker-Wasser oder Wasser gleichwertiger Qualitat.

www.ris.bka.gv.at Seite 34 von 122



R | S Bundesrecht konsolidiert

5.2.2.
5.2.3.
5.24.
5.2.5.
5.2.6.
5.2.7.
5.2.8.
5.2.9.
5.2.10.
5.2.11.
5.2.12.
5.2.13.
5.2.14.
5.2.15.
5.2.16.

5.2.17.

5.2.18.

5.2.19.

5.3.
5.3.1.
5.3.2.
5.3.3.

5.3.4.
5.3.5.

WWW.Tis.

Ammoniumacetat, wasserfrei.
Konzentrierte Essigsaure.

Acetylaceton (bei 4 °C aufzubewahren).
Dinatriumphosphat, wasserfrei.
Orthophosphorséure, 85 % (d = 1,7)
Methanol, Spektrographie-Qualitat.
Dichlormethan, Spektrographie-Qualitét.
Formaldehyd, 37 — 40 %ig.
n-Natriumhydroxid.
n-Chlorwasserstoffséure.
0,002-Chlorwasserstoffsaure.
Stérkeldsung.

0,1 n-Jodl6sung (genau eingestellt).

0,1 n-Natriumthiosulfatlésung (genau eingestellt).

Mobile Phase: 0,006 M Dinatriumphosphat (5.2.5) in wassriger Lésung auf pH 2,1 eingestellt mit
Orthophosphorsaure (5.2.6).

Nach-Saulen-Reagenz

In einem 1 000-ml-MeRkolben l6sen:

— 62,6 g Ammoniumacetat (5.2.2),

— 7,5 ml Essigséure (5.2.3),

—5 ml Acetylaceton (5.2.4)

Mit Wasser (5.2.1) auf 1 000 ml auffillen.
Unter Lichtabschlul? aufbewahren.
Haltbarkeit: 3 Tage.
Formaldehyd-Stammlésung

In eine 1 000-ml-MeRflasche 10 g Formaldehyd (5.2.9) eingeben und auf 1 000 ml auffullen.
Bestimmung des Gehalts dieser Losung: hierzu 5,00 ml entnehmen, 25 ml eingestellte JodIdsung
(5.2.14) und 10 ml Natriumhydroxidlésung (5.2.10) hinzugeben.

Finf Minuten stehenlassen.

11 ml n-HCL (5.2.11) sowie eine Starkel6sung als Indikaktor hinzugeben und den Uberschuf der
Jodlosung mittels Natriumthiosulfatlésung (5.2.15) titrieren.

Der Verbrauch von 1 ml 0,1-n-Jodlésung entspricht 1,5 mg Formaldehyd.
Formaldehyd-Vergleichslésung

Von der Stammldsung in der mobilen Phase (5.2.16) eine Lsung 1/, herstellen.

1 ml dieser Loésung enthalt etwa 37 pug Formaldehyd. Der genaue Gehalt ist zu berechnen.

Gerate

Ubliches Laborgerét.

Eine pulsationsfreie HPLC-Pumpe (Applied Biosystems Pumpe, oder gleichwertige Pumpe)

Eine pulsationsfreie Niederdruckpumpe fiir das Reagenz (oder eine zweite HPLC-Pumpe, wie
unter 5.3.2)

Ein Einspritzventil mit einer Schleife von 10 ul (Valco oder gleichwertiges Einspritzventil)

Ein nach-Séaulen-Modul (Applied Biosystems PCRS 520 oder gleichwertiges Modul) mit einem
1-ml-Reaktor

oder

Ein 1-1-Kolben mit drei Rohransatzen RIN 3

+ 1-I-Kolbenheizgerat

+ zwei Vigreux-Kolonnen 10 Bdden 2 RIN 3 (luftgekuhlt)

+ rostfreies Rohr (flr den thermischen Austausch) 1,6 mm — Innendurchmesser 0,23 mm, L =
400 mm

+ Teflonrohr 1,6 mm — Innendurchmesser 0,30 mm. L =5 m (siehe Anlage 2)
+ 1 T-Stlick ohne Totvolumen (Valco oder gleichwertiges T-Stiick)
+ 3 UNION-Verbindungsstiicke ohne Totvolumen.
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5.3.6. Acrodisch RCR 0,45 p Filter (Gelman oder gleichwertiger Filter)
5.3.7. SEP PAKRC4-Hiilse (Waters oder gleichwertige Hillse)
5.3.8. Fertigsaulen:
— Bischoff hypersil RP 18 (Typ NC Bezugsnummer C 25.46 1805)
(5 u— L =250 mm — Innendurchmesser = 4,6 mm)
— oder Dupont, Zorbax ODS
(5 u—L =250 mm — Innendurchmesser = 4,6 mm)
— oder Phase SEP, spherisorb ODS 2
(5 1 — L =250 mm — Innendurchmesser = 4,0 mm).
5.3.9. Vorschaltsaule:
— Bischoff Ky hypersil RP 18 (Bezugsnummer K1 G 6301 1805)
5 u—L =10 mm, oder gleichwertig

5.3.10. Sdule und Vorschaltsdule sind durch ein ECOTUBE-System (Bezugshummer A 15020508
Bischoff) oder ein gleichwertiges System zu verbinden.

5.3.11. Der Aufbau erfolgt nach dem als Anlage 2 beigefligten Schema.
Die Verbindungsstlcke hinter dem Einspritzventil mussen so kurz wie moglich sein.

Bei Verwendung von (5.3.6) dient das rostfreie Rohr zwischen Reaktorausgang und
Detektoreingang zur Kiihlung des Gemisches vor dem Nachweis.

In diesem Fall ist die in dem Detektor herrschende Temperatur unbekannt aber konstant (Lange
und Durchmesser des Rohres konstant, Durchfluf konstant, Temperatur oberhalb konstant
100 °C, konstante Raumtemperatur wéahrend der gesamten Zeit der quantitativen Bestimmung).

5.3.12. Detektor, UV, sichtbar.
5.3.13. Aufzeichnungsgerét.
5.3.14. Zentrifuge.
5.3.15. Ultraschall-Bad.
5.3.16. Vibrationsmischer (Typ Vortex oder gleichwertiger Vibrationsmischer).
5.4. Durchfuhrung
5.4.1. Eichkurve

Die Standardlésungen werden durch Verdinnung der Formaldehyd-Vergleichslésung (5.2.19)
mit der mobilen Phase (5.2.16) hergestellt.

— 1 ml der Standardlésung (5.2.18) verdinnt auf 20 ml (ungefahr 185 ng/100 ml),
— 2 ml der Standardlésung (5.2.18) verdinnt auf 20 ml (ungefahr 370 ug/100 ml),
— 5 ml der Standardlésung (5.2.18) verdinnt auf 25 ml (ungefahr 740 nug/100 ml),
— 5 ml der Standardlésung (5.2.18) verdinnt auf 20 ml (ungeféhr 925 pg/100 ml).

Die Standardldsungen sind eine Stunde lang bei Labortemperatur aufzubewahren und miissen
frisch hergestellt sein.

Die Linearitat der Eichkurve gilt fur Konzentrationen von 1,0 bis 15 ug pro ml.
5.4.2. Herstellung der Proben
5.4.2.1. Emulsionen (Cremes, Grundierungen, Eyeliner)

In eine Stopselflasche eine Masse (m) von ungeféhr 0,001 g der Versuchsprobe (in g) einwiegen,
die einer vermuteten Formaldehydmenge von ungeféhr 100 pg entspricht.

20 ml Dichlormethan und 20 ml Chlorwasserstoffsaure (5.2.12) genau abgemessen hinzufiigen.
Im Vibrationsmischer (5.3.16) und im Ultraschallbad (5.3.15) vermischen.
Die zwei Phasen durch Zentrifugieren (3 000 g in 2 min) trennen.

Eine Hulse (5.3.7) mit 2ml Methanol (5.2.7) ausspilen, dann mit 5ml Wasser (5.2.1)
konditionieren.

4 ml der wassrigen Phase des Extraktes durch die Hulse (5.3.7) flieBen lassen, die ersten zwei ml
abgielRen und den folgenden Teil auffangen.

5.4.2.2. Lotionen, Shampoos

Eine einer vermuteten Formaldehydmenge von ungefahr 500 pg entsprechende Masse (m/einer
Probe flr den Versuch in g) auf 0,001 g genau einwiegen.

Mit der mobilen Phase (5.2.16) auf 100 ml auffullen.
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Die Losung durch einen Filter (5.3.6) filtrieren und durch eine Hilse (5.3.7), die wie oben

vorbereitet wurde, einspritzen bzw. flieBen lassen.

Alle Lésungen sind sofort nach der Zubereitung einzuspritzen.

5.4.3. Bedingungen fiir die Chromatographie

— Durchsatz der mobilen Phase : 1 ml pro Minute,

— Durchsatz des Reagenz : 0,5 ml pro Minute,

— Gesamtdurchsatz am Ausgang des Detektors : 1,5 ml pro Minute,

— eingepritzte (Anm.: richtig: eingespritzte) Menge : 10 pl

— Eluierungstemperatur : bei schwierigen Trennvorgéngen unbedingt 0 °C. Dazu die Séule in

Eiswasser eintauchen ; Temperaturausgleich abwarten,
— Temperatur bei der nach-Saulen-Reaktion : 100 °C
— Erfassung : 420 nm
Anmerkung: Das gesamte Chromatographie- und nach-S&aulensystem ist nach Gebrauch mit

Wasser auszuspilen. Wird das System mehr als zwei Tage nicht benutzt, ist
nach dieser Spilung eine Spilung mit Methanol vorzunehmen. Vor einer
erneuten Konditionierung des Systems ist mit Wasser zu spilen, um
Rekristallisierungen zu vermeiden.

5.5. Berechnung
Emulsionen:
Formaldehydgehalt in % (m/m):

C-107%-100 C-107*
5m T 5'm
m = Masse der fiir die Untersuchung eingesetzten Probemenge in Gramm (5.4.2.1),
C = aus der Eichkurve (5.4.1) abgelesener Formaldehydgehalt in pug/100 ml.
Lotionen, Shampoos:
Es gilt folgende Formel:

€-107°-100 C-10*
m - m

5.6. Wiederholbarkeit (%)

Bei einem Formaldehydgehalt von 0,05 % darf die Differenz der Ergebnisse von zwei parallel
durchgefuhrten quantitativen Bestimmungen derselben Probemenge 0,001 % nicht Uberschreiten.
Bei einem Formaldehydgehalt von 0,2 % darf die Differenz der Ergebnisse von zwei parallel
durchgefuhrten quantitativen Bestimmungen derselben Probemenge 0,005 % nicht (iberschreiten.

Anlage |

ANFERTIGUNG DER ,,SCHLANGE*“
ZUBEHOR FUR DIE HERSTELLUNG DER ,,SCHLANGE*

- 1 Holzspule:

AuRendurchmesser: 5 cm, in der Mitte wird ein 1,5 cm grofles Loch gebohrt. Vier Stahlspitzen
werden in gleichméRigen Abstanden angebracht (sieche Schema der Spule Abbildung 1 und
Abbildung 2). Abstand zwischen zwei Spitzen : 1,8 cm; Abstand vom Mittelloch : 0,5 cm,

— 1 feste Nadel (Typ Hékelnadel) zur Herstellung der Schlaufen aus dem Teflon-Robhr,
—  Teflon-Rohr 1,6 mm — Innendurchmesser 0,3 mm — Lénge : 5 Meter.
HERSTELLUNG DER ,SCHLANGE*

Zu Beginn wird das Teflon-Rohr von oben nach unten in das Mittelloch der Spule geflhrt (dabei ca.
10 cm des Rohres auf der unteren Seite heraushdngen lassen, so dafl sich die Kordel wahrend der
Herstellung leicht nach unten ziehen 14Rt), dann fur die erste Runde das Rohr um jede der vier Spitzen
wickeln (siehe Abbildung 3).

Am Eingang und am Ausgang des Gerétes werden Zwingen und Kompressionsschrauben angebracht, es
ist darauf zu achten, da das Teflon beim Umwickeln nicht beschadigt wird.
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Ab der zweiten Reihe wird das Rohr auBen um jede Spitze gelegt und dann wie folgt eine Schlaufe
gebildet: Mit Hilfe der festen Nadel (siehe Abbildung 4) das Rohr der unteren Reihe tber das Rohr der
oberen Reihe heben.

Dieser Vorgang ist an jeder der Spitzen unter Einhaltung der Reihenfolge 1 — 2 — 3 — 4 bis zu einer
Kordellange von 5 Metern bzw. bis zur gewiinschten Lénge zu wiederholen.

Etwa 10 cm des Rohres werden zum AbschluB der Kordel benétigt. Das Rohr durch jede der 4 Schlaufen
fiihren und zum Abschluf? der Kordel leicht zusammenziehen.

Spuht
Abbildung [
Abbelding 3
L
|
E 1. Reihe
[
L]
Abbffﬂ’uug d

] 2. Reihe
- Fiir die- Schlaufe den unteren Schlauch (durch-
5cm gerogene  Linke) dber den oberen Schlauch
g - (gestrichelte Lirie) heben
Abbildung 2
Abbildung §
AL0°
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Anlage Il

1 =HPLC-Pumpe (5.3.2.)

2 = Einspritzventil (5.3.4.)

3 = Sdule mit Vorsédule

4 =Reagenz-Pumpe (5.3.3.)

5 = T-Stiick ohne Torvolumen

5 =T-Stuck (Vortex)

6-6' = Union-Verbindungsstiick ohne Totvolumen
7 = Strickschlauch

7' = Reaktor

8 = Dreihalskolben mit siedendem Wasser
9 = Kolbenheizgerat

10 =Kdhler

11 = Edelstahlkapillare — Warmeaustauscher
11' = Warmeaustauscher

12 = Detektor UV/VIS

13 = Nachsaulen-Modul PCRS 520

F3i5

5346,

Eluant Hﬂgcnr.'
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(%) Siehe 1SO-Norm 5725.

Anlage 12

BESTIMMUNG DES RESORCINGEHALTS IN SHAMPOOS UND HAARLOTIONEN

1.

41.
4.2.
4.3.
44.

4.5.
4.6.

4.7.

4.38.

4.9.

4.9.1.

4.9.2.
4.9.3.

5.1.
5.2.

6.1.
6.1.1.

6.1.2.

6.1.3.

6.1.4.

ANWENDUNGSBEREICH

Diese Methode beschreibt die gaschromatographische Bestimmung von Resorcin in Shampoos
und Haarlotionen. Sie ist fir Konzentrationen von 0,1 bis 2,0 Prozent (m/m) im Erzeugnis
geeignet.

. DEFINITION

Der Resorcingehalt in Prozent (m/m) wird durch die Resorcinmenge in der Probeldsung definiert,
die durch Gaschromatographie unter den festgelegten Bedingungen bestimmt wird.

. PRINZIP

Resorcin und 3,5-Dihydroxytoluol, das als interner Standard hinzugefiigt wurde, werden durch
Diinnschichtchromatographie isoliert. Beide Verbindungen werden nach Auskratzen der
Diinnschichtplatte mit Methanol extrahiert. Schliellich werden die extrahierten Verbindungen
getrocknet, silyliert und durch Gaschromatographie bestimmt.

. REAGENZIEN Alle Reagenzien mussen analysenrein sein.

Salzsdure 25 % (m/m)
Methanol
Athanol 96 % (v/v)

Kieselgel-Fertigplatten (Kunststoff oder Aluminium) mit fluoreszierendem Indikator und wie
folgt entaktiviert: Fertigplatten mit Wasser bespriihen, bis sie glanzen. Die bespriihten Platten bei
Raumtemperatur 1 bis 3 Stunden lang trocknen.

Anmerkung: Wenn die Platten nicht entaktiviert sind, kénnen durch irreversible Adsorption
auf Silicium Resorcinverluste auftreten.
FlieBmittel; Azeton-Chloroform-Essigséure (20-75-5) (v/v/v)

Resorcin-Standardlésung; 400 mg Resorcin in 100 ml Athanol 96% auflésen (1 ml entspricht
4 000 pg Resorcin).

Interne Standardldsung; 400 mg 3,5-Dihydroxytoluol (DHT) in 100 ml Athanol 96 % (1 ml
entspricht 4 000 pg DHT) l6sen.

Standardmischung; 10 ml der Losung 4.6 und 10 ml der Losung 4.7 in einem 100-ml-MeRkolben
mischen, bis zur Markierung mit Athanol 96 % auffiillen und mischen (1 ml entspricht 400 ug
Resorcin und 400 pug DHT).

Silylierungsmittel:

N, 0-bis-(Trimethylsilyl)-Trifluorazetamid (BSTFA)
Hexamethyldisilazan (HMDS)

Trimethylchlorsilan (TMCS)

. GERATE

Ubliche Laborgeréte sowie Diinnschicht- und Gaschromatographieausriistung
Laborglas

. DURCHFUHRUNG

Vorbereitung der Probe

Eine Priifmenge (m Gramm) des Produkts, das etwa 20 bis 50 mg Resorcin enthélt, genau in
einen 150-ml-Becher einwiegen.

Mit Salzsdure (4.1) ansduern, bis die Mischung sauer ist (ca. 2 bis 4 ml sind notwendig), 10 ml
(40 mg DHT) der internen Standardlésung (4.7) hinzufugen und vermischen. In einen 100-ml-
MeRkolben mit Athanol (4.3) geben, mit Athanol bis zur Markierung auffullen und vermischen.

250 pl der Losung 6.1.2 als kontinuierliche Linie von etwa 8 cm Lénge auf eine entaktivierte
Silicafolie (4.4) auftragen.

Darauf achten, ein méglichst schmales Band zu erhalten.
250 pl der Standardmischung (4.8) in gleicher Weise (6.1.3) auf die gleiche Platte auftragen.
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6.1.5. An zwei Punkten der Startlinie 5 pl von jeder der Ldsungen 4.6 und 4.7 auftupfeln, um die
Lokalisierung nach der Plattenentwicklung zu erleichtern.

6.1.6. Die Platte in einem nicht gesattigten Tank mit der Entwicklungslosung 4.5 entwickeln, bis das
Losungsmittel eine Linie 12 cm von der Startlinie entfernt erreicht hat; dies dauert im
allgemeinen ca. 45 Minuten. Die Platte an der Luft trocknen und die Resorcin/DHT-Zone unter
Kurzwellen-UV-Licht (254 nm) lokalisieren. Beide Verbindungen haben ungefahr die gleichen
R¢-Werte. Die Bander mit einem Bleistift in einem Abstand von 2 mm von der dufleren dunklen
Grenzlinie der Bander markieren. Diese markierte Zone mit der Schere abschneiden und das
Adsorptionsmittel durch sorgfaltiges Abschaben isolieren. Das Adsorptionsmittel der Bénder
jeweils in eine kleine 10-ml-Flasche aufnehmen.

6.1.7. Das die Probe enthaltende Adsorptionsmittel und das die Standardmischung enthaltende
Adsorptionsmittel jeweils wie folgt extrahieren: 2 ml Methanol (4.2) hinzufiigen und eine Stunde
lang unter standigem Rihren mit einem magnetischen Rihrstab extrahieren. Die Mischung
filtrieren und die Extraktion weitere 15 Minuten lang mit 2 ml Methanol wiederholen.

6.1.8. Das Losungsmittel der kombinierten Extrakte durch Trocknen {ber Nacht in einem mit einem
geeigneten Trockenmedium gefillten Vakuum-Exsikkator verdunsten lassen, keine Hitze
anwenden.

6.1.9. Die Riickstande (6.1.8) entweder nach 6.1.9.1 oder 6.1.9.2 silylieren.

6.1.9.1. 200 ul BSTFA (4.9.1) mit einer Mikrospritze hinzufligen und die Mischung in einem
geschlossenen Gefal 12 Stunden bei Raumtemperatur ruhen lassen.
6.1.9.2. Nacheinander 200 ul HMDS (4.9.2) und 100 pul TMCS (4.9.3) mit einer Mikrospritze zum
Rickstand (6.1.8) hinzufligen und die Mischung 30 Minuten lang bei 60 °C in einem
geschlossenen Gefal3 erhitzen. Die Mischung kihlen.
6.2. Gaschromatographie

6.2.1. Bedingungen fur die Gaschromatographie

Die Saule muf? eine Auflosung R besser 1,5 zeigen

_2d' (p—n)

W+ W,
ryundr, = Retentionszeiten von 2 Peaks in Minuten,
W, und W, = Breite derselben Peaks bei halber Peakhéhe,
d* = Papiervorschub in mm/Min.

Die nachstehend beschriebene S&ule und gaschromatographischen Bedingungen haben sich als
geeignet erwiesen:

Sdule: rostfreier Stahl
Lange: 200 cm
innerer Durchmesser: ~3 mm (1/8")
Fullung: 10 % OV 17 auf Chromosorb WAW 100-200 mesh
Flammenionisationsdekektor
Temperaturen:
Séaule: 185 °C (isotherm)
Detektor: 250 °C
Injektor: 250 °C
Tréagergas: Stickstoff

Stromungsgeschwindigkeit: 45 ml/min.

Die  Strémungsbedingungen  fir  Wasserstoff und  Luft sindentsprechend  den
Geratebeschreibungen einzustellen.

6.2.2. 3 pl der Lésungen gemdl 6.1.9 in den Gaschromatographen einspritzen. Fir jede Ldsung (6.1.9)
funf Einspritzungen, die Peakflaichen genau messen, den Mittelwert bilden und das
Peakflachenverhdltnis berechnen: S = Peakflache Resorcin/Peakflache DHT.

7. BERECHNUNG
Die in Massenprozent ausgedriickte (% m/m) Resorcinkonzentration ergibt sich wie folgt:
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% (m/m) Resorcin = — X S - Prob'e
M S — Standardmischung
Dabei sind:
M = Priifmenge in Gramm (6.1.1),
S-Probe = das durchschnittliche Peakflachenverhéltnis gemaR 6.2.2 fur die

Probeldsung,

das durchschnittliche Peakflachenverhéltnis geméR 6.2.2 fir die
Standardmischung.

8. WIEDERHOLBARKEIT (%)

Fir einen Resorcingehalt von 0,5 % darf der Unterschied zwischen Doppelbestimmungen
0,025 % nicht uberschreiten.

S-Standardmischung

(*) Siehe Norm 1SO 5725.
Anlage 13

BESTIMMUNG VON METHANOL IM VERHALTNIS ZU ATHANOL ODER
PROPANOL-2

1. ANWENDUNGSBEREICH

Diese Methode beschreibt die gaschromatographische Bestimmung von Methanol in allen
kosmetischen Mitteln (einschlieBlich Aerosolen).

Es kdnnen relative Mengen von 0 bis 10 % bestimmt werden.
2. DEFINITION

Der Gehalt an Methanol, der mit dieser Methode bestimmt wird, ist in % (M/M) Methanol,
bezogen auf Athanol oder Propanol-2 anzugeben.

3. PRINZIP
Die Bestimmung wird mit Gaschromatographie durchgefiihrt.
4. REAGENZIEN
Es sind analysenreine Reagenzien zu verwenden.
4.1. Methanol
4.2. Athanol absolutum
4.3. Propanol-2
4.4. Chloroform, durch Waschen mit Wasser von Alkoholen befreit
5. GERATE
5.1. Gaschromatograph mit Katharometer-Detektor (fur Aerosol-Proben)
Gaschromatograph mit Flammen-lonisationsdetektor (fir Nicht-Aerosol-Proben)
5.2. MefRkolben 100 ml
5.3. Pipetten 2 ml, 20 ml, O bis 1,0 ml

5.4. Injektionsspritzen 0 bis 100 ul und O bis 5 ul (nur fur Aerosol-Proben): gasdichte Spezial-
Kolbenspritze

6. DURCHFUHRUNG
6.1. Vorbereitung der Proben

6.1.1. Aerosolprodukte werden gemall Anlage 2 behandelt und anschliefend gaschromatographisch
nach 6.2.1 bestimmt.

6.1.2. Die gemal Anlage 2 behandelten Nicht-Aerosolprodukte werden mit Wasser auf einen Gehalt
von 1 bis 2 % Athanol oder Propanol-2 verdiinnt und dann gaschromatographisch gemal den
Bedingungen von 6.2.2 bestimmt.

6.2. Gaschromatographie
6.2.1. Fur Aerosolproben ist der Katharometer-Detektor zu verwenden.

6.2.1.1. Als Sdulenfillung ist 10 % Hallcomid M 18 auf Chromosorb W AW 100-120 mesh zu
verwenden.
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6.2.1.2. Die Auflésung R muR gleich oder besser als 1,5 sein.

r, und ry
W; und W,
dl

Saulenmaterial:

Sdulenlénge:

Saulendurchmesser:

Katharometerstrom:

Trégergas:

Druck:

Strdmung:

Temperatur
Injektor:
Detektor:
Séulenraum:

6.2.2. Fur andere als Aerosolproben ist der Flammenionisationsdetektor zu verwenden.

R=2

d,TZ - d’Tl
Wy — W,

Retentionszeit von 2 Peaks in Minuten,
Breite derselben Peaks bei halber Peakhohe,

Papiervorschub in mm/min.
6.2.1.3. Die Auflésung kann beispielsweise unter folgenden Bedingungen erzielt werden;

rostfreier Stahl
35m

3 mm

150 mA
Helium

2,5 bar

45 ml/Min

150 °C
150 °C
65 °C

6.2.2.1. Als Séaulenfillung ist Chromosorb 105 auf Porapak QS zu verwenden.
6.2.2.2. Die Auflésung R mul? gleich oder besser als 1,5 sein.

ryundr,
W, und W,
dl

Saulenmaterial:
Séulenlange:
Saulendurchmesser:
Elektrometerempfindlichkeit:
Trégergas:
Druck:
Stromung:
Brenngas:
Stromung:
Temperatur
Injektor:
Detektor:

Ofenraum:
7. EICHDIAGRAMM

R=2

d’rz - d’T’l
Wy — W,

Retentionszeit von 2 Peaks in Minuten,
Breite derselben Peaks bei halber Peakhthe,

Papiervorschub in mm/min.
6.2.2.3. Die Aufldsung kann beispielsweise unter folgenden Bedingungen erzielt werden:

rostfreier Stahl
2m

3 mm
8x10° A
Stickstoff

2,1 bar

40 ml/min
Wasserstoff
20 ml/min

150 °C
230 °C
120-130 °C

7.1. Fir die gaschromatographischen Bedingungen nach 6.2.1 (Hallcomid-M-18-Séule) sind folgende
Standardmischungen zu verwenden. Diese Mischungen sind durch Messungen mit Pipetten
herzustellen. Die genaue Menge wird durch sofortiges Wiegen nach jedem Zusatz festgestellt.

Relative

Methanol

| Athanol ml | Zusatz von Chloroform bis
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Konzentration ml (oder zu einem Volumen von
% Propanol-2)
2,5 % ungefahr 0,5 20 100 ml
5,0 % ungefahr 1,0 20 100 ml
7,5 % ungefahr 15 20 100 ml
10,0 % ungeféhr 2,0 20 100 ml

2 bis 3 ul n GC injizieren gemaR Bedingungen nach 6.2.1. Berechne das Peakflachenverhaltnis
(Methanol/Athanol) oder (Methanol/Propanol-2) jeder Mischung und trage es in das
Eichdiagramm ein.

X-Achse: % Methanol im Verhiltnis zu Athanol oder Propanol-2;

Y-Achse: Peakflachenverhaltnis (Methanol/Athanol) oder (Methanol/Propanol-2).

7.2. Fur die GC-Bedingungen nach 6.2.2 (Porapak QS oder Chromosorb 105) sind folgende
Standardmischungen zu verwenden. Diese Mischungen sind durch Messungen mit einer
Injektionsspritze und Pipette herzustellen. Die genaue Menge wird durch sofortiges Wiegen nach
jedem Zusatz eingestellt.

oy | Merao | Al [ 2 o
% ul Propanol-2) Volumen von
2,5 % ungefahr 50 2 100 ml
5,0 % ungefahr 100 2 100 ml
7,5 % ungefahr 150 2 100 ml
10,0 % ungefahr 200 2 100 ml

2 bis 3 pl gemaR Bedingungen nach 6.2.2 injizieren. Peakflachenverhaltnis (Methanol/Athanol)
oder (Methanol/Propanol-2) jeder Mischung berechnen. In Eichdiagramm eintragen:

X—Achse: % Methanol im Verhaltnis zu Athanol oder Propanol-2;
Y-Achse: Peakflachenverhaltnis (Methanol/Athanol) oder (Methanol/Propanol-2).
7.3. Die Eichkurve muB eine Gerade sein.
8. WIEDERHOLBARKEIT (%)

Bei einem Gehalt an Methanol oder Propanol-2 von 5% bezogen auf Athanol darf der
Unterschied zwischen Doppelbestimmungen 0,25% nicht tiberschreiten.

(*) Siehe Norm 1SO 5725.
Anlage 14

QUANTITATIVE BESTIMMUNG VON DICHLORMETHAN UND 1,1,1-
TRICHLORETHAN

1. ANWENDUNGSBEREICH

Diese Methode beschreibt die quantitative Bestimmung von Dichlormethan (Methylenchlorid)
und 1,1,1-Trichlorethan (Methylchloroform).

Sie ist auf alle kosmetischen Mittel anwendbar, die diese Verbindungen enthalten kénnen.
2. DEFINITION

Der gemdaR dieser Methode bestimmte Gehalt der Probe an Dichlormethan und an 1,1,1-
Trichlorethan wird in Masseprozent ausgedriickt.

3. PRINZIP

Die quantitative Bestimmung beruht auf Gaschromatographie unter Verwendung von
Trichlormethan (Chloroform) als internem Standard.

4. REAGENZIEN
Alle Reagenzien mussen analysenrein sein.
4.1. Trichlormethan (CHCIy).
4.2. Tetrachlorkohlenstoff (CCly).
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4.3. Dichlormethan (CH,Cl,).

4.4. 1,1,1-Trichlorethan (CH3CCls).

4.5. Aceton.

4.6. Stickstoff.
5. GERATE

5.1. Ubliches Laborgerat.

5.2. Gaschromatograph mit Wérmeleitfahigkeitsdetektor.

5.3. 50-100 ml Aufnahmeflasche (siehe Probenahme 5.3, Anlage 1)

5.4. Druckgasspritze (siehe Probenahmemethode 5.4.2.2, Anlage 2)
6. VERFAHREN

6.1. Probe ohne Gasliberdruck:

Die Probe in einen mit einem Stopfen verschlossenen Erlenmeyerkolben genau einwiegen; eine
genau gewogene, der vermuteten Menge des in der Probe enthaltenen CH,Cl, und CHsCCl,
aquivalente Menge CHCI; (4.1) als internen Standard hinzufiigen und griindlich durchmischen.

6.2. Probe mit Gaslberdruck: In diesem Fall ist die im Kapitel Probenahme beschriebene Methode
unter Beachtung folgender Einzelheiten anzuwenden:

6.2.1. Nach Uberfiihrung der Probe in die Aufnahmeflasche eine der vermuteten Menge des in der
Probe enthaltenen CH,Cl, und/oder CH5;CCl; dquivalente Menge des internen Standards (4.1)
hinzuftigen und grindlich durchmischen. Das Totvolumen des Ventils der Aufnahmeflasche wird
mit 0,5 ml CCl, (4.2) gespiilt, das man verdunsten 1a3t. Die Masse des internen Standards wird
durch Differenzwégung der Aufnahmeflasche ermittelt.

6.2.2. Das Teflonende der Injektionsspritze wird nach dem Aufziehen der Probe so mit Stickstoff (4.6)
gespilt, daf vor der Einfihrung in den Gaschromatographen im Teflonende keinerlei
Probenriickstand zurtickbleibt.

6.2.3. Nach jeder Probenahme ist das Ende des Ventils oder das eventuell benutzte AnschluBstiick (mit
Hilfe einer Injektionsspritze) mehrere Male mit Aceton (4.5) zu spilen und danach grindlich mit
Stickstoff (4.6) zu trocknen.

6.2.4. Flr jede Analyse sind Messungen anhand von zwei verschiedenen Aufnahmeflaschen und finf
Messungen pro Flasche durchzufiihren.

7. CHROMATOGRAPHIE-BEDINGUNGEN
7.1. Vorsaule
Material: Edelstahl. Durchmesser: 3 mm oder 6 mm. Lange: 30 cm. Saulenfillung: Chromosorb,
wie fur die Herstellung der analytischen S&ule verwendet.
7.2. Séule
Die stationdre Phase besteht aus Hallcomid M 18 auf Chromosorb. Die S&ule muf eine
Auflosung R gleich oder besser als 1,5 ergeben.

dr,—d'n
R=2 —/———
w, + W,
ryundr, = Retentionszeiten in Minuten;
W, und W, = Peakbreiten in halber H6he in mm;
d = Papiervorschub in mm/min.
7.3. Zum Beispiel fihrten folgende Sdulen zu den gewtinschten Ergebnissen:
Saule: | 1
Material der Séule: Edelstahl Edelstahl
Lange: 3,50 m 4,0m
Durchmesser: 3 mm 6 mm
Sdulenfillung:
Chromosorb: WAW WAW-DMCS-HP
KorngroRe: 100-120 mesh 60-80 mesh
Stationare Phase: Hallcomid M 18 Hallcomid M 18

10 % 20 %
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Temperatur:
Séule: 65 °C 75°C
Injektor: 150 °C 125 °C
Detektor: 150 °C 200 °C
Tragergas:
Helium: 45 ml/min 60 ml/min
Vordruck: 2,5 bar 2,0 bar
Injektion; 15 ul 15 ul

8. ERMITTLUNG DER PROPORTIONALITATSKOEFFIZIENTEN

In einen Erlenmeyerkolben ist das folgende Gemisch genau einzuwiegen:

CH,CI, (4.3) : 30 % m/m Dichlormethan,

CH,CCl; (4.4) : 35 % m/m Trichlorethan,

CHCl; (4.1) : 35 % m/m Trichlormethan.

Dieses Gemisch dient dazu, die Werte der Proportionalitatskoeffizienten zu stabilisieren.
9. BERECHNUNGEN

9.1. Berechnung des Proportionalitatskoeffizienten einer Substanz p im Verhaltnis zu einer
Substanz a (interner Standard)

Bedeutet p die zu analysierende Substanz,

S0 ist:

ko : der Proportionalitatskoeffizient dieser Substanz,
m, : ihre Masse in der Mischung,

A, : ihre Peakfléche;

bedeutet a die Substanz des internen Standards,

S0 ist:

kq : ihr Proportionalitatskoeffizient (= 1 gesetzt),

m, : ihre Masse in der Mischung,

A, : ihre Peakflache:

my, X Ag

P omy X A,
Zum Beispiel wurden folgende Proportionalitatskoeffizienten erhalten (fir CHCI; : k = 1):
CH,Cl, : k; =0,78 £ 0,03
CH5CCls : k, = 1,00 + 0,03
9.2. Berechnung des prozentualen Anteils (m/m) von CH,Cl, und CH3CCl; in der zu
untersuchenden Mischung
ki : Proportionalitatskoeffizient von CH,ClI,,
k, : Proportionalitatskoeffizient von CH;CClj,
m, : Masse in g des zugesetzten CHCls,
ms : Masse in g der zu untersuchenden Probe,
A, : Peakflache des CHCI;,
A, : Peakflache des CH,ClI,,
A, : Peakflache des CH;CClj,

m, X Ay X kq X 100
Ay X mg

% (m/m) CH,Cl, =

mg X A, X k, X 100

% (m/m) CH;CCl; = 1 Xm
a )

10. WIEDERHOLBARKEIT (})

Bei einem Gehalt an Dichlormethan und/oder 1,1,1-Trichlorethan von 25 % (m/m) darf der
Unterschied zwischen den Ergebnissen zweier Parallelbestimmungen an derselben Probe 2,5 %
absolut nicht uberschreiten.

www.ris.bka.gv.at Seite 46 von 122



R | S Bundesrecht konsolidiert

(*) Siehe 1SO-Norm 5725.
Anlage 15

NACHWEIS UND QUANTITATIVE BESTIMMUNG VON 8-CHINOLINOL UND
DESSEN SULFAT

1. ANWENDUNGSBEREICH

Diese Methode beschreibt die Identifikation und quantitative Bestimmung von 8-Chinolinol und
seinem Sulfat in kosmetischen Erzeugnissen.

2. DEFINITION

Der nach dieser Methode bestimmte Gehalt der Probe an 8-Chinolinol wird ausgedriickt in
Massen-% 8-Chinolinol.

3. PRINZIP
3.1. ldentifikation
Die Identifikation erfolgt durch Diinnschichtchromatographie.
3.2. Quantitative Bestimmung

Die quantitative Bestimmung erfolgt durch Photometrie des nach Zugabe von Fehlingscher
Losung gebildeten Kupferkomplexes bei 410 nm.

4. REAGENZIEN
Es sind analysenreine Reagenzien zu verwenden.
4.1. 8-Chinolinol (8-Hydroxychinolin).
4.2. Benzol; wegen seiner Toxizitét ist beim Arbeiten mit Benzol groRte Vorsicht geboten.
4.3. Chloroform.
4.4. 50%ige Natriumhydroxidlésung (m/m).
4.5. Kupfersulfat . 5 H,0.
4.6. Kaliumnatriumtartrat.
4.7. Salzséure 1 N.
4.8. Schwefelsdure 1 N.
4.9. Natriumhydroxidldsung 1 N.
4.10. Ethanol.
4.11. n-Butanol.
4.12. Eisessig.
4.13. Salzséaure 0,1 N.
4.14. Celite 545 oder gleichwertiges Produkt.
4.15. Vergleichsldosungen

4.15.1. 100,0 mg 8-Chinolinol (4.1) in einen 100 ml MeRkolben einbringen, in wenig 1 N Schwefelséure
(4.8) 16sen und danach mit 1 N H,SO, (4.8) bis zur Marke auffillen.

4.15.2. 100,0 mg 8-Chinolinol (4.1) in einen 100 ml MelRkolben einbringen, in Ethanol (4.10) 16sen, mit
Ethanol (4.10) bis zur Marke auffiillen und mischen.

4.16. Fehling'sche Ldsung
Losung A
In einen 100 ml MeRkolben 7,0 g Kupfersulfat . 5 H,O (4.5) einwégen. In wenig Wasser
auflosen, mit Wasser bis zur Marke auffillen und mischen.
Losung B
In einen 100 ml MefRkolben 35,0 g Kaliumnatrium-tartrat (4.6) einwdgen und in 50 ml Wasser
I6sen. Nach dem Zusatz von 20 ml 50%iger Natriumhydroxidlésung (4.4) mit Wasser bis zur
Marke aufflllen und mischen.

Unmittelbar vor dem Gebrauch 10,0 ml Lésung A und 10,0 ml Lésung B in einen 100 ml
MeRkolben pipettieren und mit Wasser bis zur Marke auffullen.

4.17. FlieBmittel fir die Dinnschichtchromatographie
I. n-Butanol-Eisessig-Wasser (80-20-20; v/v/v).
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4.18.
4.19.
4.20.
4.21.
4.22.

4.23.

5.1.
5.2.
5.3.
5.4.
5.5.
5.6.
5.7.
5.8.
5.9.
5.10.
5.11.
5.12.

6.1.

6.1.1.

6.1.1.1.

6.1.1.2.

6.1.1.3.

6.1.1.4.

6.1.2.
6.1.2.1.

6.1.2.2.

6.2.
6.2.1.
6.2.1.1.

I1. Chloroform-Eisessig (95-5; v/v).

1%ige (m/v) Lésung von 2,6-Dichlor-4-(chlorimino)cyclohexa-2,5-dienon in Ethanol (4.10).
1%ige (m/v) Natriumkarbonatldsung.

30%ige (v/v) Lésung von Ethanol (4.10) in Wasser.

5%ige (m/v) Losung von Dinatriumdihydrogenethylendiamintetraacetat.

Puffer Py 7

27 g KH,PO, und 70 g K,HPO, - 3 H,0 in einen 1-Liter-Mel3kolben einwdgen und mit Wasser
auffallen.

Kieselgeldiinnschicht-Fertigplatten

Schichtdicke 0,25 mm (z. B. Kieselgel 60 von Merck oder gleichwertig), die vor dem Gebrauch
mit jeweils 10 ml des Reagenz (4.21) bespriiht und bei 80 °C getrocknet worden sind.

. GERATE

100 ml Rundkolben mit Schliff.
MeRkolben.

10 und 5 ml MeRpipetten.

20, 15, 10, 5 ml Vollpipetten.

100, 50 und 25 ml Scheidetrichter.
Faltenfilter @ 9 cm.
Rotationsverdampfer.
RuckfluBkihler mit Schliff.
Spektralphotometer.

1 cm Kuvetten.

Ruhrwerk mit elektrischer Heizung.

Glasséule fir Chromatographie, 160 mm Lange und 8 mm Durchmesser, die am unteren Ende
eine Verjingung enthalt, in der sich ein Glaswollpfropfen befindet und deren oberes Teil so
beschaffen ist, dafl unter Anwendung eines geringen Uberdruckes eluiert werden kann.

. VERFAHREN

Identifikation

Flussige Proben

Der Py-Wert eines Teiles der zu untersuchenden Probe wird eingestellt auf 7,0 und sodann
werden auf je einen Punkt der Startlinie einer vorbehandelten Kieselgeldiinnschichtplatte (4.23) 5
bzw. 10 pl aufgetragen.

Auf zwei weitere Punkte der Startlinie werden 10 bzw. 30 ul der Vergleichslosung (4.15.2)
aufgetragen. Anschlielend wird die Platte in einem der beiden FlieRmittel (4.17) entwickelt.

Nachdem die FlieBmittelfront 15 cm erreicht hat, wird die Platte bei 110 °C getrocknet (15
Minuten). Unter der UV-Lampe (366 nm) fluoreszieren die 8-Chinolinolflecke gelb.
AnschlieBend wird mit der 1%igen Natriumkarbonatlosung (4.19) bespriiht und nach dem
Trocknen mit der 1%igen 2,6-Dichlor-4-(chlorimino)cyclohexa-2,5-dienonlésung (4.18). Das
8-Chinolinol wird als blauer Fleck sichtbar.

Feste Proben bzw. Cremes

1 g der Probe wird suspendiert in 5 ml Puffer Py 7 (4.22) und sodann mit 10 ml Chloroform (4.3)
in einen Scheidetrichter Uberfuhrt und ausgeschittelt. Nach Ablassen der Chloroformschicht wird
die wasserige Suspension noch zweimal mit je 10 ml Chloroform (4.3) extrahiert und die
vereinigten und filtrierten Chloroformextrakte in einem 100 ml Rundkolben (5.1) am
Rotationsverdampfer bis fast zur Trockne eingeengt. Der Rickstand wird in 2 ml Chloroform
(4.3) aufgenommen und 10 bzw. 30 ul der erhaltenen Losung werden auf der unter 6.1.1.1
angegebenen Weise auf einer Kieselgeldunnschichtplatte (4.23) aufgetragen.

Nach dem Auftragen von 10 bzw. 30 ul der Vergleichslosung (4.15.2) wird die Platte weiter
behandelt wie unter 6.1.1.2 bis einschlieflich 6.1.1.4 angegeben.

Quantitative Bestimmung
Flissige Proben

In einen 100 ml Rundkolben mit Schliff werden 5,00 g der Probe eingewogen, 1 ml der 1 N
Schwefelsdure (4.8) zupipettiert und die Mischung bei vermindertem Druck (50 °C) bis fast zur
Trockne eingeengt.
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6.2.1.2. Dieser Ruckstand wird in 20 ml warmem Wasser geldst, in einen 100 ml MeRkolben unter
dreimaligem Nachspilen mit je 20 ml Wasser tberfuhrt, mit Wasser auf 100 ml aufgefullt und
gemischt.
6.2.1.3. Von dieser Lésung werden 5,0 ml in einen 50 ml Scheidetrichter (5.5) einpipettiert. Nach dem
Zusatz von 10 ml Fehling'scher Losung (4.16) wird der entstandene 8-Chinolinol-Kupferkomplex
dreimal mit je 8 ml Chloroform (4.3) ausgeschiittelt.
6.2.1.4. Die Chloroformphasen werden filtriert und in einem 25 ml MeRkolben (5.2) gesammelt. Nach
dem Auffillen mit Chloroform (4.3) und Umschditteln wird die Extinktion der gelben Lésung bei
A =410 nm gegen Chloroform gemessen.
6.2.2. Feste Proben bzw. Cremes
6.2.2.1. 0,500 g der Probe werden in einen 100 ml Rundkolben (5.1) eingewogen, 30 ml Benzol (4.2)
sowie 20 ml 1 N Salzsaure (4.7) zugefiigt und der Kolbeninhalt 30 Minuten am Rickflul unter
Ruhren gekocht.
6.2.2.2. Der Kolbeninhalt wird in einen 100 ml Scheidetrichter (5.5) uberfuhrt und mit 5ml 1 N HCI
(4.7) nachgespllt. Die wasserige Phase wird in einen Rundkolben (5.1) Uberfiihrt, die
Benzolphase mit 5 ml 1 N Salzsdure (4.7) nachgewaschen und das Waschwasser mit der {ibrigen
wasserigen Phase vereint. Weiterflihrung der Analyse wie unter 6.2.2.4 angegeben.
6.2.2.3. Im Falle von Emulsionen, die die weitere Aufarbeitung behindern:
0,500 g der Probe werden mit 2 g Celite 545 (4.14) der Art vermischt, dal ein lockeres Puder
entsteht. Die Mischung wird portionsweise in eine Chromatographie-Glasséule (5.12) Uberfhrt
und nach jeder Zugabe die Saulenfulllung fest gepackt mit Hilfe eines Glasstabes. Sobald die
gesamte Mischung in die Saule Uberflhrt ist, wird mit 0,1 N Salzséure (4.13) eluiert und zwar so,
dal? innerhalb von ungefahr zehn Minuten 10 ml Eluat erhalten werden, nétigenfalls kann diese
Elution unter einem geringen Stickstoff-Uberdruck durchgefiihrt werden. Wahrend der Elution
muR darauf geachtet werden, daf? sich immer Salzséure oberhalb der Sdulenfullung befindet. Die
ersten 10 ml Eluat werden wie unter 6.2.2.4 angegeben weiter verarbeitet.
6.2.2.4. Die gesammelten wasserigen Phasen (6.2.2.2 bzw. das Eluat 6.2.2.3) werden am
Rotationsverdampfer unter vermindertem Druck bis fast zur Trockne eingeengt.
6.2.2.5. Der Ruckstand wird in 6 ml 1 N Natriumhydroxydldsung (4.9) geldst, 20 ml Fehling'sche Lésung
(4.16) zugefugt und der Kolbeninhalt in einen 50 ml Scheidetrichter (5.5) Uberfihrt unter
Nachsptlen mit 8 ml Chloroform (4.3). Nach dem Ausschitteln wird die Chloroformphase
filtriert und in einem 50 ml MeRRkolben (5.2) gesammelt.
6.2.2.6. Diese Extraktion noch dreimal mit 8 ml Chloroform (4.3) wiederholen. Die Chloroformphasen
werden filtriert und ebenfalls in dem 50 ml MeRkolben (5.2) gesammelt.
Nach dem Auffiillen mit Chloroform und Umschitteln wird die Extinktion der gelben Lésung bei
A =410 nm gegen Chloroform gemessen.
7. AUFSTELLEN DER EICHKURVE
In je einen 100 ml Rundkolben (5.1), der 3 ml 30%igen wasserigen Ethanol (4.20) enthalt,
werden 5, 10, 15 bzw. 20 ml der Vergleichslosung (4.15.1) einpipettiert und wie unter 6.2.1
beschrieben aufgearbeitet.
8. BERECHNUNG
8.1. Flussige Proben

a
8-Chinolinolgehalt in % (m/m) = - x 100

worin:
a: mg 8-Chinolinol, abgelesen auf der Eichkurve (7),
m (mg): Einwaage der Probe (6.2.1.1).

8.2. Feste Proben bzw. Cremes

2a
8-Chinolinolgehalt in % (m/m) = Py x 100

worin:
a: mg 8-Chinolinol, abgelesen auf der Eichkurve (7),
m (mg): Einwaage der Probe (6.2.2.1).

9. WIEDERHOLBARKEIT (%)
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Bei einem Gehalt von ca. 0,3% 8-Chinolinol darf der Unterschied zwischen den Ergebnissen
zweier Parallelbestimmungen an derselben Probe nicht hoher sein als 0,02%.

(*) Siehe 1SO-Norm 5725.
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Anlage 16

QUANTITATIVE BESTIMMUNG DES AMMONIAKS

. ANWENDUNGSBEREICH

Die Methode beschreibt die Bestimmung von freiem Ammoniak in kosmetischen Erzeugnissen.

. DEFINITION

Der nach dieser Methode bestimmte Gehalt der Probe an Ammoniak wird ausgedriickt in
Massenprozent NHs.

. PRINZIP

Zu dem kosmetischen Erzeugnis wird in Methanol-Wasser-Medium eine Bariumchlorid-Ldsung
hinzugefiigt. Dieses Vorgehen vermeidet die Miterfassung bestimmter Ammoniumsalze wéhrend
der Wasserdampfdestillation (wie des Karbonats und des Hydrogenkarbonats, von Salzen von
Fettsauren usw.). Ammonium-acetat wird unter diesen Bedingungen miterfafit.

Das Ammoniak wird durch Wasserdampfdestillation aus dem Filtrat oder aus der Gberstehenden
Flissigkeit entfernt und titrimetrisch oder potentiometrisch bestimmt.

. REAGENZIEN

Alle Reagenzien miissen analysenrein sein.
Methanol.

25%ige (m/v) Bariumchlorid-Dihydrat-Lésung.
4%ige (m/v) Ortho-Borsaureldsung.
Schwefelsdure-Mallosung, 0,5 N.

Flissiges Antischaummittel.
Natriumhydroxid-Mallésung, 0,5 N.

Indikator: Mischung von 5ml einer Methylrotlésung (0,1 % in Ethanol) mit 2 ml einer
Methylenblaulésung (0,1 % in H,0).

. GERATE
5.1.
. Zentrifuge mit verschlieBbaren Zentrifugenglasern.
. Wasserdampfdestillationsapparatur.

5.4.
5.5.
. VERFAHREN
6.1.

Ubliches Laborgert.

Potentiograph.
Glaselektrode und Diquecksilberdichlorid(Kalomel)-Referenzelektrode.

In einen 100-ml-MeRkolben wird eine Probenmenge, die maximal 150 mg NH; entspricht, auf
1 mg genau eingewogen.

Zu der Probe werden hinzugefugt: 10 ml H,0, 10 ml Methanol (4.1), 10 ml Bariumchloridldsung
(4.2). Bis zur 100-ml-Marke mit Methanol (4.1) auffillen.

Homaogenisieren und iber Nacht im Kuhlschrank (5 °C) aufbewahren.

Die noch kalte Losung wird dann filtriert oder in geschlossenen Gléasern zentrifugiert, bis eine
klare Trennung erreicht ist (10 Min.).

40 ml der Klaren L&sung werden mit der Pipette in die Apparatur (5.3) eingefillt und eventuell
0,5 ml Antischaummittel (4.5) hinzugegeben.

AnschlieRend wird destilliert. 200 ml des Destillats werden in einem 250-ml-Becherglas, das
10,0 ml H,SO4 - 0,5 N (4.4) und 0,1 ml des Indikators (4.7) enthélt, aufgefangen.

Die uberschissige H,SO4 wird mit NaOH 0,5 N (4.6) riicktitriert.

Im Fall einer potentiometrischen Bestimmung werden 200 ml Destillat in einem 250-ml-
Becherglas, das 25 ml Orthoborséure (4.3) enthélt, aufgefangen. AnschlieBend wird mit H,SO, —
0,5 N (4.4) titriert.

AUSWERTUNG
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7.1. Berechnung bei Riickbestimmung mit Indikator
Mit:
V. (ml): Volumen der zugegebenen NaOH 0,5 N (4.6),
Ty Titer der NaOH 0,5 N (4.6),
T,: Titer der H,SO,4 0,5 N (4.4),
m (mg): Probeneinwaage (6.1)
ergibt sich folgende Formel:

(10T, =V, T;) x 17 x 100 _ (10T, =V, T;) x 17 x 4250
0,4m N m

NH3 % (m/m) =

7.2. Berechnung bei direkter potentiometrischen Bestimmung
Mit:
V5 (ml): Volumen H,SO, 0,5 N (4.4),
T,: Titer der H,SO,4 0,5 N (4.4),
m (mg): Probeneinwaage (6.1)
ergibt sich folgende Formel:

NH. % (m/ Ve xXTy x17x100  V, x T, x 4250
3 %o (m/m) = 0,4m B m
8. WIEDERHOLBARKEIT (%)

Bei einem Gehalt von ca. 6% NH; darf die Differenz zwischen den Ergebnissen zweier parallel
durchgefiihrter Bestimmungen an derselben Probe nicht héher sein als 0,6%.

(*) Siehe 1SO-Norm 5725.
Anlage 17

NACHWEIS UND QUANTITATIVE BESTIMMUNG VON NITROMETHAN

1. ANWENDUNGSBEREICH

Diese Methode ist zum Nachweis und zur quantitativen Bestimmung von Nitromethan bis zu
einem Gehalt von 0,3% in kosmetischen Mitteln in Aerosolbehéltern geeignet.

2. DEFINITION

Der mit dieser Methode festgestellte Nitromethangehalt ist definiert als der prozentuale
Massenanteil von Nitromethan in dem gesamten Inhalt des Aerosolbehalters.

3. PRINZIP

Der Nachweis des Nitromethan erfolgt durch eine Farbreaktion, seine quantitative Bestimmung
durch Gaschromatographie nach Zugabe eines internen Standards.

4. NACHWEIS
4.1. Reagenzien
Alle Reagenzien missen analysenrein sein.
4.1.1. Natriumhydroxidlésung 0,5 N.
4.1.2. Folinreagenz
0,1 g 1,2-Naphthochinon-4-Sulfonsaure-Natriumsalz in Wasser 16sen und auf 100 ml auffillen.
4.2. Verfahren

Zu 1 ml der Probe werden 10 ml von 4.1.1 und 1 ml von 4.1.2 hinzugefligt. Eine violette Farbung
zeigt die Anwesenheit von Nitromethan an.

5. QUANTITATIVE BESTIMMUNG
5.1. Reagenzien
Alle Reagenzien mussen analysenrein sein.
5.1.1. Chloroform (interner Standard 1).
5.1.2. 2,4-Dimethylheptan (interner Standard 2).
5.1.3. Ethanol 95%.
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5.1.4. Nitromethan.

5.1.5. Chloroform-Referenzlésung
Etwa 650 mg Chloroform (5.1.1) in einen zuvor gewogenen 25-ml-MeRkolben einfiillen. Kolben
und Inhalt genau wiegen. Mit 95%igem Ethanol (5.1.3) auf 25 ml auffullen. Wiegen und den
prozentualen Gewichtsanteil von Chloroform in dieser Lésung berechnen.

5.1.6. Dimethylheptan-Referenzlésung
Auf gleiche Weise wie die Chloroform-Referenzldsung zubereiten, aber in den 25-ml-MefRkolben
270 mg 2,4-Dimethylheptan (5.1.2) einwiegen.

5.2. Gerate

5.2.1. Gaschromatograph mit Flammenionisationsdetektor.

5.2.2. Gerat fir die Probenahme von Aerosolen (Aufnahmeflasche, Mikrospritze, Anschluf3stiicke
usw.), wie in Anlage 2 beschrieben.

5.2.3. Ubliche Laborgerate.

5.3. Verfahren

5.3.1. Vorbereitung der Probe
In eine gewogene 100-ml Aufnahmeflasche, die entsprechend dem in Punkt 5.4 der Anlage 2 der
oben angegebenen Richtlinie beschriebenen Verfahren vorbereitet wurde, etwa 5 ml des internen
Standards 5.1.5 oder 5.1.6 einflllen. Eine 10- oder 20-ml-Glasspritze ohne Nadel verwenden, die
an das AnschluBstiick entsprechend der in Punkt 5 der Anlage 2 der oben angegebenen Richtlinie
beschriebenen Technik angepalt wurde. Erneut wiegen, um die hinzugegebene Menge zu
bestimmen. Nach der gleichen Technik in die gleiche Flasche etwa 50 g des Inhalts der
Aerosolbehélterprobe umfillen. Erneut wiegen, um die Menge der umgeflllten Probe zu
bestimmen. Gut mischen. Etwa 10 pl mit der speziellen Mikrospritze (5.2.2) einspritzen. Finf
Einspritzungen vornehmen.

5.3.2. Vorbereitung der Standardldsung
In einen 50-ml-Mef3kolben etwa 500 mg Nitromethan (5.1.4) und entweder 500 mg Chloroform
(5.1.1) oder 210 mg 2,4-Dimethylheptan (5.1.2) genau einwiegen und mit 95%igem Ethanol
(5.1.3) aufflllen. Gut mischen. 5 ml dieser Losung werden in einen 20-ml-MeRkolben eingefiillt.
Mit 95%igem Ethanol (5.1.3) auffillen. Etwa 10 ul mit der speziellen Mikrospritze (5.2.2)
einspritzen. FUnf Einspritzungen vornehmen.

5.3.3. Gaschromatographische Bedingungen

5.3.3.1. Séule

Sie besteht aus zwei Teilen, der erste enthalt Didecylphthalat auf Gas Chrom Q als stationare
Phase, der zweite Teil Ucon 50 HB 280 X auf Gas Chrom Q als stationdre Phase.
Die so hergestellte Sdule muB eine Auflésung R ergeben, die gleich oder besser als 1,5 ist, wobei

bedeuten:
dr,—d'n
T
ry und ry: Retentionszeit in Minuten,
W, und Wy: Peakbreiten in halber Héhe in mm,
d: Papiervorschub in mm/min.
Als Beispiel ergeben die folgenden zwei Saulenteile die erforderliche Auflésung:
Teil A:
Material: rostfreier Stahl.
Lé&nge: 1,5m.
Durchmesser: 3 mm.
Packung: 20% Didecylphthalat auf Gas Chrom Q, 100-120 mesh.
Teil B:
Material: rostfreier Stahl.
Lé&nge: 1,5m.
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Durchmesser: 3 mm.
20% Ucon 50 HB 280 X, auf Gas Chrom Q, 100-120 mesh.

Packung:
5.3.3.2. Detektor

Bundesrecht konsolidiert

Die geeignete Empfindlichkeit des Elektrometers des Flammenionisationsdetektors ist 8 x 10°*°

A

5.3.3.3. Temperaturbedingungen

Folgende Bedingungen haben sich als geeignet erwiesen:

Injektor:
Detektor:

Séule:
5.3.3.4. Gase

Tragergas:
Druck:
DurchfluB:
Detektor:

Standards
Dabei ist:

m'.:
S'e:
Daraus folgt

150 °C.
150 °C.

zwischen 50 °C und 80 °C, je nach Art der Saule und des Gerates.

Stickstoff.
2,1 bar.
40 ml/min.

die zu verwendenden Gase entsprechend den Angaben des Herstellers.
6. BERECHNUNGEN
6.1. Responsefaktor von Nitromethan, berechnet unter Zugrundelegung des verwendeten internen

Nitromethan,
Responsefaktor,

Masse in g in der Mischung,
Peakflache,

interner Standard, Chloroform oder 2,4-Dimethylheptan,

Masse in g in der Mischung,
Peakflache.

n !

Dabei ist k, eine Funktion des Gerétes.
6.2. Konzentration von Nitromethan in der Probe:

n:
Kn:
S
c:
me:
S
M:

Daraus folgt: der Anteil in % m/m Nitromethan in der Probe ist:

Nitromethan,
Responsefaktor,
Peakflache,

interner Standard, Chloroform oder 2,4-Dimethylheptan,

Masse in g in der Mischung,
Peakflache,

Masse in g des umgefillten Aerosols.

me k, XS

M S,

7. WIEDERHOLBARKEIT (%)

Bei einem Nitromethangehalt von 0,3% (m/m) darf der Unterschied zwischen den Ergebnissen
zweier parallel ausgefuhrten Bestimmungen an der gleichen Probe 0,03 % nicht Gberschreiten.

(%) Siehe 1SO-Norm 5725.
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Anlage 18

NACHWEIS UND QUANTITATIVE BESTIMMUNG VON THIOGLYKOLSAURE IN
DAUERWELLENPRAPARATEN, HAARENTKRAUSELUNGSMITTELN UND
ENTHAARUNGSMITTELN

1. ANWENDUNGSBEREICH

Die Methode beschreibt den Nachweis und die quantitative Bestimmung von Thioglykolséure in
Dauerwellenpréparaten, Haarentkrduselungsmitteln und Enthaarungsmitteln in Gegenwart
anderer, eventuell vorhandener Reduktionsmittel.

2. DEFINITION

Der nach dieser Methode bestimmte Gehalt der Probe an Thioglykolséure wird in Massenprozent
Thioglykolsdure angegeben.

3. PRINZIP

Thioglykolsaure wird entweder durch Farbreaktionen oder durch Dinnschichtchromatographie
nachgewiesen. lhre quantitative Bestimmung erfolgt entweder durch Jodometrie oder
Gaschromatographie.

4. NACHWEIS
4.1. Nachweis durch Farbreaktion
4.1.1. Reagenzien
Alle Reagenzien missen analysenrein sein.

4.1.1.1. Bleidi(acetat)-Papier.
4.1.1.2. Salzsaure (1 vol HCI konzentriert + 1 vol H,0).

4.1.2. Verfahren
4.1.2.1. Nachweis der Thioglykolsdure durch Farbreaktion mit Bleidi(acetat):

Bringe einen Tropfen der zu untersuchenden Probe auf Bleidi(acetat)-Papier (4.1.1.1). Erscheint
eine intensive Gelbfarbung, liegt wahrscheinlich Thioglykolsaure vor.

Empfindlichkeit: 0,5%.
4.1.2.2. Nachweis anorganischer Sulfide durch Bildung von H,S nach Ansauern:

Bringe einige mg der zu untersuchenden Probe in ein Reagenzglas. Flige 2 ml Wasser und 1 ml
Salzsdure (4.1.1.2) hinzu. Es entwickelt sich H, S, erkennbar an seinem Geruch und der Bildung
eines schwarzen Niederschlags von PbS auf dem Bleiacetat-Papier.

Empfindlichkeit: 50 ppm.
4.1.2.3. Nachweis von Sulfiten durch Bildung von SO, nach Anséuern:

Verfahre wie in Abschnitt 4.1.2.2. Bringe zum Kochen. SO, ist erkennbar an seinem Geruch und
seinem Reduktionsvermdgen z. B. gegeniiber MnO4—.

4.2. Nachweis durch Diinnschichtchromatographie
4.2.1. Reagenzien
Alle Reagenzien miissen, wenn nicht anders angegeben, analysenrein sein.
4.2.1.1. Thioglykolséaure mindestens 98 % (Reinheit jodometrisch bestimmt).
4.2.1.2. Dithioglykolsaure mindestens 99 %.
4.2.1.3. Thiomilchsdure mindestens 95 %.
4.2.1.4. 3-Mercaptopropionséure mindestens 98 %.
4.2.1.5. Thioglycerin (3-Mercaptopropan-1,2-diol) mindestens 98 %.
4.2.1.6. DC-Fertigplatten Kieselgel, Schichtdicke 0,25 mm.
4.2.1.7. DC-Fertigplatten Aluminiumoxid, Schichtdicke 0,25 mm (z. B. Merck F 254 E oder

gleichwertige).
4.2.1.8. HCI konzentriert
20 _
(d: =1,19).

4.2.1.9. Ethylacetat.
4.2.1.10. Chloroform.
4.2.1.11. Diisopropylether.
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4.2.1.12. Tetrachlorkohlenstoff.

4.2.1.13. Eisessig.

4.2.1.14. Kaliumjodid 1 % (m/v) in Wasser.
4.2.1.15. Platintetrachlorid 0,1 % (m/v) in Wasser.
4.2.1.16. Laufmittel:

4.2.1.16.1. Ethylacetat-Chloroform-Diisopropylether-Eisessig (20: 20: 10: 10) (v/vIvIv).

4.2.1.16.2. Chloroform-Eisessig (90 : 20) (v/v).
4.2.1.17. Sprihmittel:

4.2.1.17.1. Mische unmittelbar vor Gebrauch gleiche Volumen von Lésung 4.2.1.14 und 4.2.1.15.
4.2.1.17.2. Bromlésung 5 % (m/v). Lése 5 g Brom in 100 ml Tetrachlorkohlenstoff (4.2.1.12).
4.2.1.17.3. Fluoreszeinlésung 0,1 % (m/v). Lése 100 mg Fluoreszein in 100 ml Ethanol 9 5%.

4.2.1.17.4. Hexaammoniumheptamolybdat 10 % (m/v) in Wasser.
4.2.1.18. Referenzldsungen:

4.2.1.18.1. Thioglykolséaure 0,4 % (m/v) in Wasser.
4.2.1.18.2. Dithioglykolséure 0,4 % (m/v) in Wasser.
4.2.1.18.3. Thiomilchsaure 0,4 % (m/v) in Wasser.
4.2.1.18.4. 3-Mercaptopropionsaure 0,4 % (m/v) in Wasser.
4.2.1.18.5. Thioglycerin 0,4 % (m/v) in Wasser.

4.2.2.

4.23.
4.23.1.

4.23.2.

4.2.3.3.

4.2.34.

WWW.Tis.

Gerate

Ubliche Gerite fiir die Dinnschichtchromatographie.

Verfahren

Behandlung der Proben

Die Probe mit Salzséure (4.2.1.8) anséuern (pH = 1) und, falls erforderlich, filtrieren. In gewissen
Fallen ist es ratsam, die Probe zu verdiinnen. Dann wird das Ansauern mit Salzsaure vor der
Verdlinnung vorgenommen.

Entwicklung

Bringe 1 ul der Probenlésung (4.2.3.1) und je 1 pl der finf Referenzlésungen (4.2.1.18) auf die
Platte. Trockne vorsichtig in einem schwachen Stickstoffstrom und entwickle mit dem
FlieBmittel (4.2.1.16.1) oder (4.2.1.16.2). Trockne so rasch wie mdglich unter Stickstoff zur
Vermeidung der Oxidation der Thiole.

Anféarbung

Besprlhe die Platte mit einem der drei Reagenzien (4.2.1.17.1), (4.2.1.17.3) oder (4.2.1.17.4).
Wurde die Platte mit Reagenz (4.2.1.17.3) bespriiht, wird sie weiter mit Bromdampf behandelt:
stelle sie in ein mit Brom (4.2.1.17.2) geséttigtes GefaR, bis die Flecke sichtbar werden.

Die Anfarbung mit dem Sprihmittel (4.2.1.17.4) ist nur dann zufriedenstellend, wenn das
Trocknen der Platte ¥ Stunde nicht tiberschreitet.

Auswertung

Vergleiche die Rf-Werte und die Farbe der Referenzldsungen mit denen der Probenlésung. Die
hier angegebenen Rf-Mittelwerte konnen nur als Anhaltspunkte und nicht zum direkten
Vergleich dienen. Sie sind abhé&ngig von

— dem Aktivierungszustand der DC-Platte wéahrend des Chromatographierens,
— der Temperatur des Chromatographiegefafes.

Beispiele fur auf einer Kieselgelschicht erhaltene Rf-Werte

FlieRmittel
4.2.1.16.1 4.2.1.16.2
Thioglykolsaure 0,25 0,80
Thiomilchsdure 0,40 0,95
Dithioglykolsdure 0,00 0,35
3-Mercaptopropionsaure 0,45 0,95
Thioglycerin 0,45 0,35
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5.

5.1.
51.1.

5.1.2.

5.1.3.

5.1.4.

5.1.5.

5.1.6.

5.2.
5.2.1.

5.2.2.

5221
5222

5.2.2.3.
5.2.24.
5.2.25.
5.2.2.6.

5.2.2.7.
52.28.
52.209.

QUANTITATIVE BESTIMMUNG (*)

Die Bestimmung beginnt immer mit der Jodometrie.

Jodometrie

Prinzip

Die quantitative Bestimmung erfolgt durch Oxidation der SH-Gruppe durch I, in saurem Medium
nach folgender Gleichung:

2 HOOC-CH,SH + I, » (HOOC-CH,-S),+ 21"+ 2 H*

Reagenzien
Jodldsung 0,1 N.
Gerate

Ubliche Laborgerate.
Verfahren

Wége in einen 150 ml-Erlenmeyer-Kolben mit Stopfen, der 50 ml destilliertes Wasser enthélt,
etwa 0,5 bis 1 g der Probe genau ein. Flige 5 ml der Salzsdure (4.1.1.2) (pH-Wert der Lésung
etwa 0) hinzu und titriere mit der 0,1 N-Jodlésung (5.1.2) bis zum Auftreten einer Gelbfarbung.
Es kann auch ein Indikator verwendet werden (z. B. Starkelésung oder Tetrachlorkohlenstoff).

Berechnung

Der Gehalt an Thioglykolséure wird nach folgender Formel berechnet:
92-n-100 0,92n
1000-10-m  m

% (m/m) =

m: Masse in g der untersuchten Probe,
n: Volumen der verbrauchten 0,1 N-Jodldsung.
Bemerkungen

Liegt das fir Thioglykolséure errechnete Ergebnis um 0,1 % oder mehr unter der zulé&ssigen
Hochstmenge, so eriibrigt es sich, weitere quantitative Bestimmungen vorzunehmen.

Ist das Ergebnis gleich oder hoher als die zuléssige Hdchstmenge und hat der qualitative
Nachweis die Anwesenheit weiterer Reduktionsmittel angezeigt, so muf} eine weitere
quantitative Bestimmung durch Gaschromatographie durchgefiihrt werden.

Gaschromatographie
Prinzip
Die Thioglykolsdure wird durch Féallen mit Cadmium-di(acetat)-Ldsung von der Matrix getrennt.

Nach Methylierung durch Diazomethan — in situ hergestellt oder zuvor in etherischer Ldsung
bereitet — wird das Methylderivat der Thioglykolsdure quantitativ durch Gas-Flussig-
Chromatographie mit Methylcaprylat als interner Standard bestimmt.

Reagenzien

Alle Reagenzien missen analysenrein sein.
Thioglykolsaure 98%.

Salzséure konzentriert

20 _
(22 = 1,19).

Methanol.

Cadmiumdi(acetat) . 2H,0, 10 % (m/v) in Wasser.
Methylcaprylatlésung, 2 % (m/v) in Methanol.
Acetat-Pufferlésung — pH 5:

Natriumacetat, 3 H,O: 77 g,

Eisessig: 27,5 ml,

mit entmineralisiertem Wasser zu 1 | auffillen.
Salzséurelésung, 3 N in Methanol, frisch hergestellt.
N-Methyl-N-Nitroso-N'-Nitroguanidin.
Natronlauge 5 N.

5.2.2.10.JodI6sung 0,1 N.
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5.2.2.11.Diethylether.
5.2.2.12.Diazomethanldsung, hergestellt aus dem N-Methyl-N-Nitroso-p-Toluolsulfonamid (Fieser,

5.2.3.
5.23.1
5.2.3.2.
5.2.3.3.

5.2.4.

5.2.5.

Reagents for Organic Synthesis Ed. Wiley 1967).
Die Ldsung enthalt etwa 1,5 g Diazomethan in 100 ml Ether (5.2.2.11).
Diazomethan ist ein giftiges und sehr instabiles Gas; es ist deshalb erforderlich, alle
Handhabungen unter einem starken Abzug durchzufiihren und die Verwendung von Geraten mit
Schliffverbindungen zu vermeiden (es gibt spezielle fir diesen Zweck bestimmte Geréte).
Gerate
Ubliches Laborgerét.
Gerat zur in situ-Herstellung von Diazomethan (Anal. Chem. 45, 1973, 2302).
Gerat zur Herstellung von Diazomethan nach Fieser.
Probenvorbereitung
Wége in ein 50 ml Zentrifugenglas die Probe genau ein, die der vermuteten
Thioglykolsdauremenge von 50 bis 70 mg entspricht. Mit einigen Tropfen konzentrierter HCL
(5.2.2.2) bis zum Erreichen eines pH-Wertes ungefahr 3 ansauern.
Fige hinzu: 5 ml entmineralisiertes Wasser,

10 ml Acetatpuffer (5.2.2.6).
Mit Indikatorpapier nachprifen, daf der pH-Wert etwa 5 betrégt.
Dann: 5 ml Cadmiumdi(acetat)ldsung (5.2.2.4).
10 Minuten stehen lassen und dann mindestens 15 Minuten lang bei 4 000 g zentrifugieren.
Die obenstehende Fliussigkeit abtrennen. Diese kann (z. B. bei einer Creme) unldsliches Fett
enthalten, letzteres darf nicht mit den am Boden des Rohrchens angesammelten
Cadmiummercaptid verwechselt werden. Zu dem Obenschwimmenden einige Tropfen
Cadmiumdi(acetat)losung (5.2.2.4) hinzugeben und nachprifen, dal keine Ausfallung mehr
eintritt.

Wenn der vorausgegangene Nachweis ergeben hat, dal auBer Thiolen keine anderen
Reduktionsmittel vorliegen, so ist im Obenschwimmenden durch Jodometrie nachzuprifen, daf}
die hierin vorliegende Thiolmenge 6 bis 8 % der anfédnglichen Menge nicht tiberschreitet.

In das den Niederschlag enthaltende Zentrifugenglas 10 ml Methanol (5.2.2.3) geben, den
Niederschlag mit einem Glasstab gut umriihren und erneut mindestens 15 Minuten lang bei
4 000 g zentrifugieren.

Das Obenschwimmende dekantieren und mittels Jodometrie auf die vollstdndige Entfernung von
Thiolen prifen.

Wasche den Niederschlag ein zweites Mal nach gleichem Verfahren.

AnschlieBend werden in das Zentrifugenglas gegeben:

— 2 ml der Methylcaprylat-Ldsung (5.2.2.5),

— 5 ml der methanolischen Salzsdure (5.2.2.7).

Das Mercaptid vollstdndig auflésen (dabei kann eine geringe Menge der Ausfallung ungeldst
zuriickbleiben). Dies ist Losung S.

In einem aliquoten Teil der Ldsung S Uberprife jodometrisch, dal der Thiolgehalt mindestens
90 % des unter 5.1 erhaltenen betrégt.

Methylierung

Die Methylierung wird entweder mit in situ hergestelltem (5.2.5.1) oder mit zuvor bereiteter
Diazomethanldsung (5.2.5.2) durchgefiihrt.

5.25.1 Methylierung — in situ

5.25.2.

WWW.Tis.

Gib 50 pl der Losung S in das 1 ml Ether (5.2.2.11) enthaltende Methylierungsgefal (5.2.3.2)
und methyliere nach Methode 5.2.3.2 mit etwa 300 mg N-Methyl-N-Nitroso-N'-Nitroguanidin
(5.2.2.8).

Nach 15 Minuten (die Etherlésung muR gelb sein und somit einen UberschuR an Diazomethan
anzeigen) Uberfahre die Probenldsung in ein fest verschlielbares 2 ml GefaR. Uber Nacht im
Kuhlschrank aufbewahren. Methyliere zwei Proben gleichzeitig.

Methylierung mit zuvor hergestellter Diazomethanlésung

Gib in einen mit Stopfen versehenen 5 ml Kolben 1 ml Diazomethanldsung (5.2.2.12) und dann
50 pl der Losung S.

Uber Nacht im Kiihlschrank stehen lassen.
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5.2.6. Herstellung des Standards

Stelle eine Standardldsung von Thioglykolsdure bekannten Gehalts her, die etwa 60 mg reine
Thioglykolséure in 2 ml enthalt. Dies ist Losung E.

Falle, prife und methyliere, wie unter 5.2.4 und 5.2.5 beschrieben.
5.2.7 Gaschromatographische Bedingungen
5.2.7.1. S&ule: rostfreier Stahl
Lénge: 2 m
Durchmesser: 3 mm
5.2.7.2. S&dulenfillung: 20 % Didecylphthalat/Chromosorb WAW 80-100 mesh.
5.2.7.3. Detektor: FID.
Eine geeignete Empfindlichkeitseinstellung des Elektrometers des FID ist 8 x 10 ° A.
5.2.74. Gase:

Tréagergas: Stickstoff 2,2 bar,
DurchfluB 35 ml/min.
Detektor: die zu verwendenden Gase entsprechend den Angaben des Herstellers
5.2.75. Temperaturen:
Injektor: 200 °C,
Detektor: 200 °C,
Séule: 90 °C.

5.2.7.6. Schreibervorschub: 5 mm/min
5.2.7.7. Einspritzmenge: 3 ul; finf Einspritzungen je Probe

5.2.7.8. Die Chromatographiebedingungen sind Richtwerte. Mit ihnen ist eine Auflésung R gleich oder
besser als 1,5 zu erreichen.

d’rz - d’T’l
R=2 ————
w, + W,
r, und rp . Retentionszeiten in Minuten,
W,und W, : Peakbreite bei halber Hohe in mm,
d' . Schreibervorschub in mm/min.

5.2.8. Berechnung
5.2.8.1. Responsefaktor der Thioglykolsaure
Es bedeuten:
t: Thioglykolsaure
ke: ihr Proportionalitatsfaktor,
m'y. ihre Masse in mg in der Mischung,
S'i: ihre Peakflache;
c: Methylcaprylat
m'¢: seine Masse in mg in der Mischung,
S'.: seine Peakflache
m', S’
e

m, S
Dieser Responsefaktor ist abhéngig von der verwendeten Apparatur.
5.2.8.2. Gehalt an Thioglykolsdure in der Probe
Es bedeuten:
t: Thioglykolséure
k¢ ihr Proportionalitatsfaktor,
S;: ihre Peakflache;
c: Methylcaprylat
m,: seine Masse (in mg) in der Mischung,
S.: seine Peakflache;
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6.

M: die Masse (in mg) der Probe.
% (m/m) Thioglykolséure in der Probe:
me ke S

100
M S,

WIEDERHOLBARKEIT ()

Bei einem Thioglykolsauregehalt von 8 % (m/m) darf die Differenz zwischen zwei an der
gleichen Probe durchgefuhrten Parallelbestimmungen 0,8 % (m/m) nicht uberschreiten.

(*) Bemerkung: Die Bestimmung der Thioglykolsaure muf3 an einem noch nicht verwendeten Produkt aus
einem frisch gedffneten Behélter zur Vermeidung von Oxidation durchgefiihrt werden.

(*) Siehe 1SO-Norm 5725.

Anlage 19

NACHWEIS UND QUANTITATIVE BESTIMMUNG VON HEXACHLOROPHEN

A. IDENTIFIZIERUNG

1.

3.1.
3.2.
3.3.
3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

4.3

5.2.
5.3.
5.4.

5.5.
5.6.
. VERFAHREN

ZWECK UND ANWENDUNGSBEREICH
Dieses Verfahren ist fiir alle kosmetischen Mittel anwendbar.

. PRINZIP

Hexachlorophen in der Probe wird mit Ethylacetat extrahiert und durch
Dunnschichtchromatographie nachgewiesen.

. REAGENZIEN

Alle Reagenzien missen analysenrein sein.
Schwefelsdure 4 M.

Celite AW.

Ethylacetat.

FlieRmittel:

Benzol mit 1 % v/v Eisessig.

Sprihmittel 1:

Rhodamin-B-Ldsung: 100 mg Rhodamin B werden in einer Mischung von 150 ml Diethylether,
70 ml absolutem Ethanol und 16 ml Wasser geldst.

Sprihmittel 2:

2,6-Dibrom-4-(chlorimino)cyclohexa-2,5-dienonlésung: 400 mg 2,6-Dibrom-
4(chlorimino)cyclohexa-2,5-dienon in 100 ml  Methanol l6sen (tdglich neu zubereiten)
Natriumkarbonatldsung: 10 g Natriumkarbonat in 100 ml entmineralisiertem Wasser ldsen.

Referenzldsung:
0,05 % m/v Loésung von Hexachlorophen in Ethylacetat (3.3).

. GERATE
4.1.
4.2.

DC-Fertigplatten Kieselgel F,s4, 20 x 20 cm.
Ubliches Gerét fiir Diinnschichtchromatographie.

. Auf 26 °C temperierbares Bad.
. VORBEREITUNG DER PROBE
5.1.

1 g der homogenisierten Probe mit 1 g Celite AW (3.2) und 1 ml Schwefelsaure (3.1) grindlich
mischen.

Zwei Stunden lang bei 100 °C trocknen lassen.
Abkihlen lassen und getrockneten Riickstand fein pulverisieren.

Zweimal mit jeweils 10 ml Ethylacetat (3.3) extrahieren, nach jeder Extraktion zentrifugieren
und die Ethylacetatschichten vereinigen.

Bei 60 °C eindampfen lassen.
Den Riickstand in 2 ml Ethylacetat l6sen.
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6.1. 2 ul der Probeldsung (5.6) und 2 pl der Referenzlésung (3.7) auf eine DC-Platte (4.1) auftragen.
6.2. Das auf 26 °C temperierte Chromatographiegefa? mit dem FlieRmittel (3.4) séttigen.
6.3. Die DC-Platte in das GefaR stellen und bis zu einer Hohe von 15 cm entwickeln lassen.
6.4. Die DC-Platte entnehmen und im Trockenschrank bei 105 °C trocknen lassen.
6.5. Entwicklung:
Hexachlorophenflecken nach 6.5.1 oder 6.5.2 sichtbar machen.

6.5.1. Spriihmittel 1 (3.5) gleichmé&Rig auf die Platte spriihen. Nach 30 Minuten Platte unter UV-Licht
(254 nm) betrachten.

6.5.2. Sprihmittel 2 (3.6):

Die Platte gleichmaRig mit der 2,6-Dibrom-4-(chlorimino)cyclohexa-2,5-dienonlésung des
Sprihmittels 2 (3.6) bespriihen. AnschlieBend mit Natriumkarbonatlésung (3.6) spriihen. Platte
nach 10mindtiger Trocknung bei Raumtemperatur im Tageslicht betrachten.

7. AUSWERTUNG DER ERGEBNISSE
7.1. Sprihmittel 1 (3.5):

Hexachlorophen erscheint als blaulicher Fleck auf einem gelb-orange fluoreszierenden
Hintergrund, es hat einen Rf-Wert von etwa 0,5.

7.2. Sprihmittel 2 (3.6):
Hexachlorophen erscheint als tirkisfarbener Fleck auf weillem Grund mit einem Rf-Wert von
etwa 0,5.
B. QUANTITATIVE BESTIMMUNG
1. ZWECK UND ANWENDUNGSBEREICH
Dieses Verfahren ist fur alle kosmetischen Mittel anwendbar.
2. DEFINITION

Der nach dieser Methode bestimmte Gehalt der Probe an Hexachlorophen wird in Massenprozent
(m/m) ausgedriickt.

3. PRINZIP

Hexachlorophen wird nach Umwandlung in das Methylderivat gaschromatographisch mit einem
Elektroneneinfangdetektor bestimmt. Bei diesem Verfahren wird ein interner Standard
verwendet.

4. REAGENZIEN
Alle Reagenzien missen analysenrein sein.
4.1. Ethylacetat.
4.2. N-Methyl-N-nitroso-p-toluolsulfonamid (Diazald).
4.3. Diethylether.
4.4. Methanol.
4.5. 2-(2-Ethoxyethoxy)ethanol (Carbitol).
4.6. Ameisensaure.
4.7. Kaliumhydroxid — wésserige Lésung 50% m/m, unmittelbar vor Gebrauch zubereiten.
4.8. Hexan zur Spektroskopie.
4.9. Bromchlorophen (Standard Nr. 1).
4.10. 4,4',6,6'-Tetrachlor-2,2'-thiodiphenol (Standard Nr. 2).
4.11. 2,4,4'-Trichlor-2-hydroxy-diphenylether (Standard Nr. 3).
4.12. Aceton.
4.13. Schwefelséure 4M.
4.14. Celite AW.
4.15. Ameisenséure-Ethylacetatldsung 10 % v/v.
4.16. Hexachlorophen.
5. GERATE
5.1. Ubliche Laborgerite.
5.2. Apparatur fiir die Herstellung von Diazomethan — Millimole Size — (vgl. Anal. Chem. 45, 2302 —
3,1973).
5.3. Gaschromatograph mit **Ni-Elektroneneinfangdetektor.
6. VERFAHREN
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6.1. Zubereitung von Standardlésungen
Der Standard ist so zu wahlen, da es durch keinen in dem zu analysierenden Produkt
enthaltenen Stoff gestdrt wird. Standard Nr. 1 ist normalerweise am besten geeignet.

6.1.1. Etwa 50 mg des Standards Nr. 1 (4.9), 2 (4.10) oder 3 (4.11.) und 50 mg Hexachlorophen (4.16)
genau wagen und in einen 100-ml-MeRkolben geben. Mit Ethylacetat auffullen (Ldsung A).
10 ml der Lésung A mit Ethylacetat auf 100 ml verdiinnen (Ldsung B).
6.1.2. Etwa 50 mg des Standards Nr. 1 (4.9), 2 (4.10) oder 3 (4.11) genau wéagen und in einen 100-ml-

MefRkolben geben. Mit Ethylacetat auffillen (Lésung C).

6.2. Zubereitung der Probe (*)
1 g der homogenisierten Probe wird genau gewogen und griindlich mit 1 ml Schwefelsdure
(4.13), 15 ml Aceton (4.12) und 8 g Celite AW (4.14) gemischt. Die Mischung wird 30 Minuten
lang auf dem Dampfbad luftgetrocknet, anschlieBend 1% Stunden in einem Umluft-
Trockenschrank getrocknet. Abkihlen, den Rickstand zu Pulver fein zerreiben und in eine
Glassdule Uberfuhren. Mit Ethylacetat eluieren und 100 ml auffangen. 2 ml der internen
Standardlésung (6.1.2) hinzufiigen.

6.3. Methylierung der Probe
Alle Reagenzien und Gerate zwei Stunden lang auf eine Temperatur zwischen 0 °C und 4 °C
kihlen. In den AuRRenteil der Diazomethanapparatur (5.2) 1,2 ml der nach 6.2 erhaltenen Lésung
und 0,1 ml Methanol (4.4) fillen.
Etwa 200 mg Diazald (4.2) in den mittleren Behalter fullen, 1 ml Carbitol (4.5) und 1 ml
Diethylether (4.3) hinzufiigen und I6sen. Die Apparatur zusammensetzen, halb in ein Bad von
0 °C tauchen und mit einer Spritze etwa 1 ml der gekiihlten Kaliumhydroxidlésung (4.7) in den
zentralen Behélter einfiihren.
Durch Bildung von Diazomethan férbt sich die Losung gelb; die Gelbfarbung muR besténdig
sein. Halt sich die gelbe Farbe nicht, so wird der Methylierungsvorgang mit weiteren 200 mg
Diazald (4.2) wiederholt (%).
Nach 15 Minuten die Apparatur aus dem Bad nehmen und bei Raumtemperatur zwolf Stunden
lang geschlossen stehen lassen. Dann die Apparatur 6ffnen, das Uberschiissige Diazomethan
durch Hinzufiigen weniger Tropfen einer 10 % v/v Lésung von Ameisensdure in Ethylacetat
(4.15) entfernen und die organische Losung in einen 25-ml-MeRkolben bringen. Mit Hexan (4.8)
auffllen.
1,5 ul dieser Losung in den Chromatographen einspritzen.

6.4. Methylierung der Standardldsung
Alle Reagenzien und Gerate werden zwei Stunden lang auf 0 °C bis 4 °C gekihlt. In den &uBeren
Teil der Diazomethanapparatur werden eingefullt:
0,2 ml Losung B (6.1.1),
1,0 ml Ethylacetat (4.1),
0,1 ml Methanol (4.4).
Den Methylierungsvorgang wie in 6.3 beschrieben fortsetzen. 1,5 ul der resultierenden Lésung in
den Chromatographen einspritzen.

7. GASCHROMATOGRAPHIEBEDINGUNGEN

Die stationare Phase muR ein Auflésungsvermdgen R vonmindestens 1,5 ergeben.

dr,—d'n
R=2 ——
w, + W,
wobei:
ryund ry: Retentionszeiten in Minuten,
W, und W,: Peakbreite bei halber Héhe in mm,
d: Schreibervorschub in mm/min.
Unter den folgenden Verfahrensbedingungen kann dieses Ergebnis erzielt werden:
Séaule: rostfreier Stahl.
Lé&nge: 170 cm.
Durchmesser: 3 mm.

Saulenfillung: 10 % OV 17 auf Chromosorb WAW 80-100 mesh.
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Temperaturen: Sdule, Detektor, Injektor: 280 °C.
Tréagergas: Stickstoff, sauerstofffrei (Anm.: richtig: sauerstoffrei); Druck: 2,3 bar,
Durchsatz: 30 ml/min.
8. BERECHNUNG
8.1. Proportionalitatskoeffizient von Hexachlorophen

Dieser Koeffizient wird entsprechend dem gewaéhlten Standard im Verhaltnis zur
Standardmischung berechnet.

Dabei ist:
h: Hexachlorophen,
Kp: sein Proportionalitatskoeffizient,
m'py: seine Masse in der Standardmischung in g,
Al seine Peakflache,
s: der gewéhlte Standard,
m's: seine Masse in der Standardmischung in g,
Al seine Peakflache;
daraus folgt:
kp = m:h A,’S
m, A

8.2. Gehalt von Hexachlorophen in der Probe

h: Hexachlorophen,

Kp: sein Proportionalitatskoeffizient,
Ap: seine Peakflache,

s: der gewahlte Standard,

ms: seine Masse in der Mischung in g,
A seine Peakflache,

M: Masse der Probe in g;

daraus folgt:
prozentualer Massenanteil von Hexachlorophen in der Probe:

mg X k, X Ay, X 100
M X Ag

9. WIEDERHOLBARKEIT (%)

Bei einem Hexachlorophengehalt von 0,1 % (m/m) darf die Differenz zwischen zwei an der
gleichen Probe durchgefiihrten Parallelbestimmungen 0,005% nicht Uberschreiten.

() Da Hexachlorophen in den verschiedensten Erzeugnissen vorhanden sein kann, muB zuerst die
Wiederfindung von Hexachlorophen in der Probe mit diesem Verfahren ermittelt werden, bevor
Ergebnisse festgehalten werden. Wird nur eine geringe Wiederfindung ermittelt, so konnen Anderungen,
wie andere Losungsmittel (Benzol anstelle von Ethylacetat) usw. mit Zustimmung der beteiligten Partner
vorgenommen werden.

(®) Die Fortdauer der Gelbfarbung weist auf einen Uberschul an Diazomethan hin, der fiir eine
vollstandige Methylierung der Probe notwendig ist.

() Siehe 1SO-Norm 5725.
Anlage 20

QUANTITATIVE BESTIMMUNG DES TOSYLCHLORAMIDUM NATRICUM
(CHLORAMINT)

1. ANWENDUNGSBEREICH
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Die Methode beschreibt die quantitative dinnschichtchromatographische Bestimmung von
Tosylchloramidum natricum (Chloramin T) in kosmetischen Erzeugnissen.

2. DEFINITION

Der nach dieser Methode bestimmte Gehalt der Probe an Chloramin T wird in Massenprozent
(m/m) ausgedriickt.

3. PRINZIP

Chloramin T wird durch Kochen mit Salzsdure quantitativ zu 4-Toluolsulfonamid hydrolysiert.
Das gebildete  Sulfonamid wird nach dlnnschichtchromatographischer  Trennung
photodensitometrisch bestimmt.

4. REAGENZIEN
Alle Reagenzien missen analysenrein sein.
4.1. Tosylchloramidum natricum (Chloramin T).
4.2. 4-Toluolsulfonamid-Vergleichslésung: 50 mg 4-Toluolsulfonamid in 100 ml Ethanol (4.5).
4.3. Konzentrierte Salzsdure 37% (m/m)

20 _
(¢ =1,18).

4.4. Diethylether.
4.5. Ethanol 96% (v/v).
4.6. FlieBmittel
4.6.1. 1-Butanol/Ethanol (4.5)/Wasser 40 : 4 : 9 (v/v/v)
oder
4.6.2. Chloroform/Aceton 6 : 4 (v/v).
4.7. DC-Fertigplatten, Kieselgel 60 ohne Fluoreszenzindikator.
4.8. Kaliumpermanganat.
4.9. Salzséure 15% (m/m).
4.10. Sprihreagenz: 1%ige Ldsung (m/v) von 2-Toluidin in Ethanol (4.5).
5. GERATE
5.1. Ubliches Laborgerét.
5.2. Ausristung fir die Dinnschichtchromatographie.
5.3. Photodensitometer.
6. VERFAHREN
6.1. Hydrolyse
In einen 50-ml-Kolben werden etwa 1 g der Probe (m) genau eingewogen, 5 ml Wasser und 5 ml
Salzsdure (4.3) zugesetzt und 1 Stunde unter Rickflu? gekocht. Die noch warme Suspension
wird sofort mit Wasser in einen 50-ml-MefR3kolben Uberfiihrt. Nach dem Abkihlen wird mit
Wasser bis zur Marke aufgefiillt.
AnschlieRend wird mindestens fiinf Minuten bei 3 000 U/min zentrifugiert und die Uberstehende
Flussigkeit filtriert.
6.2. Extraktion
6.2.1. 30,0 ml des Filtrats werden entnommen und dreimal mit je 15 ml Diethylether (4.4) extrahiert.
Die Etherextrakte werden in einem 50-ml-MeRkolben gesammelt und mit Diethylether (4.4)
aufgefillt. (Falls erforderlich wird der Etherextrakt getrocknet).
6.2.2. 25,0 ml des Etherextraktes werden unter Stickstoff zur Trockene eingeengt. Der Rickstand wird
mit 1,00 ml Ethanol (4.5) wieder aufgenommen.
6.3. DUnnschichtchromatographie
6.3.1. 20 pl des in Ethanol (4.5) geldsten Riickstandes werden punktférmig auf eine Dinnschichtplatte
(4.7) aufgetragen. Ebenso werden 8, 12, 16 und 20 pl der 4-Toluolsulfonamid-Vergleichsldsung
(4.2) aufgetragen.
6.3.2. Die Platte wird bis zu einer Hohe von 15 cm im FlieBmittel (4.6.1 oder 4.6.2) entwickelt.
6.3.3. Nach vollstdndiger Verdunstung des Flie@mittels bringt man die Platte fur zwei bis drei Minuten
in eine Chlordampfatmosphére, die man durch AufgieRen von ca. 100 ml Salzsdure (4.9) auf ca.
2 g Kaliumpermanganat (4.8) in einem geschlossenen GeféR erhalt.
Der Chlorlberschul? wird entfernt, indem man die Platte mindestens funf Minuten auf 100 °C
erwarmt. AnschlieBend wird die Platte mit dem Spriihreagenz (4.10) bespriiht.
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6.4.

6.5.

Messung
Nach etwa 1 Stunde wird die Intensitét der Farbung photodensitometrisch bei 525 nm bestimmt.
Erstellung der Eichgeraden

Die fur die vier 4-Toluolsulfonamidflecken ermittelten Peakhéhenwerte werden graphisch gegen
die entsprechenden 4-Toluolsulfonamidmengen (d.h. 4, 6, 8, 10 ug 4-Toluolsulfonamid pro
Fleck) aufgetragen.

. ANMERKUNG

Die Hydrolyse kann kontrolliert werden, indem man 0,1- und 0,2%ige Ldsungen (m/v) von
Chloramin T (4.1) wie unter Ziffer 6 behandelt.

. BERECHNUNG

Der in Massenprozent ausgedriickte Gehalt der Probe an Chloramin T wird nach folgender
Formel berechnet:

% (m/m) Tosylchloramidum natricum = @
60 xm
dabei sind:
1,33: Umrechnungsfaktor 4-Toluolsulfonamid/Chloramin T,
a: aus der Eichgeraden abgelesene Menge 4-Toluolsulfonamid der Probe in ug,
m: Masse der Probe in g.

. WIEDERHOLBARKEIT ()

Bei einem Gehalt an Chloramin T von 0,2 % (m/m) diirfen die Ergebnisse von zwei mit der
gleichen Probe parallel durchgefiihrten Bestimmungen héchstens um einen absoluten Wert von
0,03 % voneinander abweichen.

(*) Siehe 1SO-Norm 5725.

Anlage 21

QUANTITATIVE BESTIMMUNG DES GESAMTFLUORIDS IN ZAHNPASTEN

1.

41.
4.2.
4.3.

4.4.
4.5.

4.6.
4.7.
4.7.1.

WWW.Tis.

ANWENDUNGSBEREICH

Dieses Verfahren dient der Bestimmung des Gesamtfluoridgehalts in Zahnpasten. Es eignet sich
fur Gehalte bis zu 0,25 %.

. DEFINITION

Der nach dieser Methode bestimmte Gehalt der Probe an Fluorid wird in Massenprozent
ausgedrickt.

. PRINZIP

Die Bestimmung erfolgt gaschromatographisch. Das Fluorid wird durch direkte Reaktion mit
Triethylchlorsilan (TECS) in saurer Losung zu Triethylfluorsilan (TEFS) umgewandelt und
gleichzeitig mit Xylol, das Cyclohexan als inneren Standard enthélt, extrahiert.

. REAGENZIEN

Alle Reagenzien miissen analysenrein sein.

Natriumfluorid, bei 120 °C bis zur Gewichtskonstanz getrocknet.
Wasser, doppelt destilliert oder von vergleichbarer Qualitat.
Konzentrierte Salzsdure

20 _
(¢ =1,19).

Cyclohexan (CH).

Xylol, das im Chromatrogramm vor dem Ld&sungsmittelpeak keine Peaks enthélt, wenn man
unter den gleichen Bedingungen wie bei der Probe chromatographiert. Falls erforderlich, durch
Destillation reinigen (5.8).

Triethylchlorsilan (TECS Merck oder gleichwertiges Erzeugnis).
Fluorid-Standardlésungen
Stammldsung:
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0,250 mg F-/ml. 138,1 mg Natriumfluorid (4.1) genau einwdgen und in Wasser (4.2) Igsen.
Ldsung quantitativ in einen 250-ml-MeRkolben (5.5) geben, bis zur Marke mit Wasser (4.2)
auffillen und mischen.

4.7.2 Verdunnte Stammldsung:

0,050 mg F-/ml. Mit der Pipette 20,0 ml Stammldsung (4.7.1) in einen 100-mlI-MeRkolben (5.5)
geben, bis zur Marke auffillen und mischen.

4.8. Interner Standard
1,0 ml Cyclohexan (4.4) und 5,0 ml Xylol (4.5) mischen.
4.9. Triethylchlorsilan/Interne Standard-L&sung

Muit einer Pipette (5.7) 0,6 ml TECS (4.6) und 0,12 ml des Internen Standards (4.8) in einen 10-
ml-MeRkolben geben. Mit Xylol (4.5) zur Marke auffillen und mischen. Té&glich frisch
zubereiten.

4.10. Perchlorsaure 70% (m/v).
4.11. Perchlorsaure 20% (m/v) in Wasser (4.2).
5. GERATE
5.1. Ubliches Laborgerat.
5.2. Gaschromatograph mit Flammenionisationsdetektor.
5.3. Vortex-Homogenisator oder gleichwertiges Gerat.
5.4. Schuttelmaschine flir Reagenzglaser oder gleichwertiges Gerdét.
5.5. MeRkolben aus Polypropylen, 100 und 250 ml.

5.6. Zentrifugenglaser aus Glas, 20 ml mit SchraubverschluR und Tefloneinlage oder gleichwertige
Glaser und Verschlisse durch mehrstiindiges Auslaugen in Perchlorsdure (4.11) reinigen,
anschlieend funfmal mit Wasser (4.2) spilen und bei 100 °C trocknen.

5.7. Pipette mit verstellbarem Volumen zwischen 50 und 200 ul mit Wegwerfspitzen.

5.8. Destillationsapparatur mit Schneider-Destillieraufsatz mit drei Kugeln oder vergleichbarer
Vigreux-Kolonne.

6. VERFAHREN
6.1. Vorbereitung der Probe

6.1.1. Eine noch nicht gedffnete Tube Zahnpasta auswahlen, aufschneiden und den gesamten Inhalt
entnehmen. In einen Kunststoffbehalter geben, eingehend mischen und vor Verderb geschiitzt
aufbewahren.

6.1.2. Genau 150 mg der Probe (m) in ein Zentrifugenglas (5.6) einwédgen, 5 ml Wasser (4.2)
hinzufugen und homogenisieren.

6.1.3. 1,0 ml Xylol (4.5) hinzugeben.
6.1.4. Tropfenweise 5 ml Salzséure (4.3) hinzufiigen und homogenisieren (5.3).

6.1.5. Mit einer Pipette 0,5 ml Triethylchlorsilan/Interne Standardldsung (4.9) in das Zentrifugenglas
(5.6) geben.

6.1.6. Das Glas mit dem Schraubverschlu (5.6) verschlieRen und 45 Minuten lang mit 150
Erschitterungen pro Minute griindlich schitteln (5.4).

6.1.7. Zehn Minuten mit der Geschwindigkeit zentrifugieren, die erforderlich ist, um eine gute
Phasentrennung zu erhalten. Das Glas 6ffnen, die organische Schicht entnehmen und 3 ul der
organischen Phase in die Séule des Gaschromatographen (5.2) injizieren.

Anmerkung:
Nach etwa 20 Minuten sind alle Komponenten von der GC-Séule eluiert.

6.1.8. Einspritzung wiederholen, das durchschnittliche Verhaltnis der Peakflache Atgrs/Acy berechnen
und die entsprechende Menge Fluorid in mg (m;) aus der Eichgeraden (6.3) ablesen.

6.1.9. Gesamtfluoridgehalt der Probe in Massenprozent nach 7 berechnen.
6.2. Chromatographiebedingungen

6.2.1 Sdule: Edelstahl.
Lénge: 180 cm.
Durchmesser: 3mm.
Fullung: Gaschrom Q 80-100 mesh.
Stationére Phase: Silicon6l DC 200 (oder vergleichbares): 20%.

www.ris.bka.gv.at Seite 65 von 122



R | S Bundesrecht konsolidiert

Die Sédule wird jeweils tiber Nacht mit 25 ml Stickstoff/Minute bei 100 °C konditioniert.
Nach jeder vierten oder fiinften Einspritzung mu die Séule 30 Minuten bei 100 °C ausgeheizt

werden.

Temperaturen:

Sdule: 70 °C.
Injektor: 150 °C.
Detektor: 250 °C.
Tragergas:

35 ml Stickstoff/Minute.
6.3. Erstellung der Eichgeraden

6.3.1. Mit einer Pipette werden 0, 1, 2, 3, 4 und 5 ml der verdinnten Fluorid-Stamml&sung (4.7.2) in
sechs verschiedene Zentrifugenglaser (5.6) gegeben. Das Volumen wird mit Wasser (4.2) jeweils
auf 5,0 ml ergénzt.

6.3.2. Es wird unter 6.1.3 bis 6.1.6 verfahren.
6.3.3. 3 ul der organischen Phase werden in die Saule des Gaschromatographen (5.2) injiziert.

6.3.4. Einspritzung wiederholen und das durchschnittliche Verhaltnis der Peakflichen Atgrs/Ach
berechnen.

6.3.5. Es wird eine Eichgerade erstellt aus der jeweiligen Konzentration des Fluorids (mg) der
Standardlésung (6.3.1) und den dazugehérigen nach 6.3.4 berechneten Verhdlnissen (Anm.:
richtig: Verhaltnissen) der Peakflachen Argrs/Acy. Die Punkte auf dem Diagramm werden durch
die geeignetste Gerade verbunden, die durch Regressionsanalyse zu ermitteln ist.

7. BERECHNUNG

Der in Massenprozent ausgedriickte Gehalt der Probe an Gesamtfluorid wird nach folgender
Formel berechnet:

oMy
% (m/m) Fluorid g x 100

m: Masse der Probe in mg (6.1.2),
m;: aus der Eichgeraden abgelesene Menge Fluorid der Probe in mg (6.1.8).
8. WIEDERHOLBARKEIT (%)

Bei einem Fluoridgehalt von 0,15 % (m/m) dirfen die Ergebnisse von zwei mit der gleichen
Probe parallel durchgefiihrten Bestimmungen hdchstens um einen absoluten Wert von 0,012%
voneinander abweichen.

(*) Siehe 1SO-Norm 5725.
Anlage 22

NACHWEIS UND QUANTITATIVE BESTIMMUNG VON
QUECKSILBERORGANISCHEN VERBINDUNGEN

ANWENDUNGSBEREICH
Die nachstehend beschriebene Methode kann zum Nachweis und zur quantitativen Bestimmung
von quecksilberorganischen Verbindungen angewandt werden, die als Konservierungsmittel in
kosmetischen Erzeugnissen fir die Augen verwendet werden. Sie gilt fur Thiomersal (INN)
(Natrium-2-(ethylmercuriothio)benzoat) sowie fiir Phenylquecksilber und seine Salze
(einschlieBlich Borat).
A. NACHWEIS

1. PRINZIP
Quecksilberorganische Verbindungen bilden Dithizonat-Komplexe. Nach Extraktion der
Dithizonate mit Kohlenstofftetrachlorid wird ein Dunnschichtchromatogramm erstellt. Die
Dithizonate zeigen sich auf dem Chromatogramm als orangefarbene Flecke.

2. REAGENZIEN
Alle Reagenzien miissen analysenrein sein.

2.1. Schwefelsdure 25 % (v/v).
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2.2. 1,5-Diphenyl-3-thiocarbazon (Dithizon): 0,8 mg in 100 ml Kohlenstofftetrachlorid (2.4).
2.3. Stickstoff.
2.4. Kohlenstofftetrachlorid.
2.5. FlieBmittel: Hexan/Aceton 90: 10 (v/v).
2.6. Standardlésungen (0,001 % in Wasser):
— Natrium-2-(ethylmercuriothio)benzoat,
— Ethylquecksilberchlorid oder Methylquecksilberchlorid,
— Phenylquecksilbernitrat oder Phenylquecksilberacetat,
— Quecksilberdichlorid oder Quecksilberdi(acetat).
2.7. DC-Fertigplatten, Kieselgel 60 (z. B. Merck 5721 oder gleichwertige).
2.8. Natriumchlorid.
3. GERATE
3.1. Ubliches Laborgerat.
3.2. Ausristung flr die Dlnnschichtchromatographie.
3.3. Phasentrennungsfilter.
4. VERFAHREN
4.1. Extraktion

4.1.1.1g Probe und 20 ml destilliertes Wasser werden in einem Zentrifugenglas vermischt. Die
Dispersion wird im Wasserbad auf 60 °C erwarmt. Nach Zugabe von 4 g Natriumchlorid (2.8)
wird geschdttelt und abgekdhlt.

4.1.2. Mindestens 20 Minuten bei 4 500 U/min zentrifugieren, um den grofiten Teil der festen Phase
abzutrennen; in einem Scheidetrichter filtrieren und 0,25 ml Schwefelséure (2.1) hinzuflgen.

4.1.3. Mehrmals mit 2 bis 3 ml Dithizonlésung (2.2) extrahieren, bis die letzte organische Phase griin
bleibt.

4.1.4. Die organischen Phasen durch ein Phasentrennungsfilter (3.3) filtrieren.

4.1.5. Unter Stickstoff (2.3) bis zur Trockene einengen.

4.1.6. In 0,5 ml Kohlenstofftetrachlorid (2.4) aufnehmen und 50 pl dieser Lésung sofort auf eine
Dunnschichtplatte (2.7) auftragen (4.2.1).

4.2. Trennung und Bestimmung

4.2.1. Gleichzeitig 10 ml der Standardlésungen (2.6) wie unter 4.1 behandeln und 50 pl dieser
Ldsungen (4.1.6) auf dieselbe Dunnschichtplatte auftragen.

4.2.2. Die Platte bis zu einer Hohe wvon 15cm im FlieBmittel (2.5) entwickeln. Die
quecksilberorganischen Verbindungen erscheinen in Form von Farbflecken, deren Féarbung stabil
ist, sofern die Platte sofort nach Verdunstung des FlieBmittels mit einer Glasplatte abgedeckt
wird.

Folgende Rf-Werte wurden erhalten:

Rf-Wert Farbe
Thiomersal 0,33 Orange
Ethylquecksilberchlorid 0,29 Orange
Methylquecksilberchlorid 0,29 Orange
Phenylquecksilber und seine Salze 0,21 Orange
Quecksilberdichlorid 0,10 Orange
Quecksilberdi(acetat) 0,10 Orange
1,5-Diphenyl-3-thiocarbazon 0,09 rosa

B. QUANTITATIVE BESTIMMUNG
1. DEFINITION

Der nach dieser Methode bestimmte Gehalt der Probe an quecksilberorganischen Verbindungen
wird in Massenprozent (m/m) Quecksilber ausgedriickt.

2. PRINZIP

Diese Methode beschreibt die quantitative Bestimmung des Quecksilbers nach Mineralisierung.
Es ist daher notwendig, vorher sicherzustellen, daf3 kein mineralisches Quecksilber in der Probe
ist. Das freigesetzte Quecksilber wird durch flammenlose Atomabsorption bestimmt.
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3. REAGENZIEN
Alle Reagenzien miissen analysenrein sein.
3.1. Konzentrierte Salpetersaure

20 _
(dT =1,41).
3.2. Konzentrierte Schwefelsaure
20 _
(dT =1,84).

3.3. Zweifachdestilliertes Wasser.

3.4. Kaliumpermanganat: Lésung 7 % (m/v).

3.5. Hydroxylammoniumchlorid: Lésung 1,5 % (m/v).
3.6. Dikaliumperoxodisulfat: Losung 5 % (m/v).

3.7. Zinndichlorid: Lésung 10 % (m/v).

3.8. Konzentrierte Salzséure

20 _
(62 =1,18).

3.9. Mit 1%igem Palladiumdichlorid (m/m) imprégnierte Glaswolle.
4. GERATE

4.1. Ubliche Laborgerite.

4.2. Gerat fir die Bestimmung von Quecksilber mit flammenloser Atomabsorption
(Kaltverdampfungsverfahren) einschlielich der hierflr erforderlichen Glaser; Mindestlange der
MeRzelle: 10 cm.

5. VERFAHREN
Es sind alle fur die Quecksilber-Spurenanalyse ublichen Vorsicherungsmalinahmen zu ergreifen.

5.1. Mineralisierung

5.1.1. Etwa 150 mg Probe in einen luftdicht verschlieBbaren Kolben genau einwdgen (m). 10 ml
Salpetersdure (3.1) hinzufligen, drei Stunden im Wasserbad auf 55 °C erwdrmen und regelmafig
schitteln. Parallel dazu einen Blindversuch durchfihren.

5.1.2. Nach Abklhlung 10 ml Schwefelséure (3.2) hinzufiigen und nochmals 30 Minuten in das
Wasserbad (55 °C) stellen.

5.1.3. Den Kolben in ein Eisbad stellen und vorsichtig 20 ml Wasser (3.3) hinzugeben.

5.1.4. Portionsweise fugt man 2 ml Kaliumpermanganatldésung (3.4) hinzu, bis die Lésung gefarbt
bleibt und stellt den Kolben nochmals 15 Minuten in das Wasserbad (55 °C).

5.1.5. Nach der Zugabe von 4 ml Dikaliumperoxodisulfatlosung (3.6) weitere 30 Minuten im
Wasserbad (55 °C) erwarmen.

5.1.6. Abkihlen lassen und den Inhalt des Kolbens in einen 100 ml MelRkolben geben. Den Kolben mit
5 ml Hydroxylammoniumchlorid (3.5) spiilen und anschlieBend viermal mit 10 ml Wasser (3.3)
nachspulen. Die Losung muf3 farblos sein. Mit Wasser (3.3) auf 100 ml aufflllen.

5.2. Bestimmung

5.2.1. 10 ml der Losung (5.1.6) entnehmen und in das Glasgefal fur die Quecksilberbestimmung

mittels Kaltverdampfung (4.2) geben. Mit 100 ml Wasser (3.3) und anschliefend 5 ml
Schwefelsdure (3.2) sowie 5 ml Zinndichloridlésung (3.7) verdiinnen. Nach jeder Stoffzugabe
mischen.
30 Sekunden warten, bis alles in lonenform vorhandene Quecksilber in metallisches Quecksilber
Uberfuhrt worden ist, das metallische Quecksilber mit einem Luftstrom in die Kivette des
Instruments flr die flammenlose Atomabsorptionsmessung (4.1) bringen und die Messung
durchfuihren (n). n ist die gemessene Absorption.

5.2.2. Mit Palladiumdichlorid imprégnierte Glaswolle (3.9) zwischen Quecksilberreduktionsbehélter
und MeRzelle des Instrumentes (4.2) bringen und den Vorgang von 5.2.1 wiederholen. Wenn der
MeRwert nicht gleich Null ist, war die Mineralisierung unvollstdndig und muB wiederholt
werden.

6. BERECHNUNG
Der Gehalt der Probe an Quecksilber ausgedriickt in Massenprozent wird nach folgender Formel
berechnet:
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n
% (m/m) Quecksilber = -

n: Gehalt an Quecksilber in ug, der am Gerat abgelesen wird,
m: Masse der Probe in mg.

. ANMERKUNG
. Um eine bessere Mineralisierung zu erreichen, kann es erforderlich sein, die Probe vorher zu

verdiinnen.

. Vermutet man eine Absorption des Quecksilbers durch das Substrat, ist die quantitative

Bestimmung nach Standard-Addition durchzufihren.

. WIEDERHOLBARKEIT ()

Bei einem Gehalt an Quecksilber von 0,007 % (m/m) diirfen die Ergebnisse von zwei mit der
gleichen Probe parallel durchgefiihrten Bestimmungen héchstens um einen absoluten Wert von
0,00035 % voneinander abweichen.

(*) Siehe 1SO-Norm 5725.

Anlage 23

QUANTITATIVE BESTIMMUNG DER ALKALI- UND ERDALKALISULFIDE

1.

4.1.

4.2.
4.3.
44.
4.5.
4.6.

4.7.

4.8.
4.9.

5.
5.1.
5.2.
5.3.
5.4.

WWW.Tis.

ANWENDUNGSBEREICH

Die Methode beschreibt die quantitative Bestimmung der Sulfide in kosmetischen Erzeugnissen.
Die Anwesenheit von Thiolen und anderen reduzierenden Stoffen (einschlieBlich Sulfit) stort
nicht.

. DEFINITION

Der nach dieser Methode bestimmte Gehalt der Probe an Sulfiden wird in Massenprozent
Schwefel ausgedriickt.

. PRINZIP

Nach dem Ansduern der Probe wird der entstehende Schwefelwasserstoff mit Stickstoff
ausgetrieben und als Cadmiumsulfid gefallt. Dieses wird filtriert, gewaschen und mittels
Jodometrie quantitativ bestimmt.

. REAGENZIEN

Alle Reagenzien miissen analysenrein sein.
Konzentrierte Salzséure

20 _
(22 = 1,19).

Natriumthiosulfatlésung, 0,1 N.
Jodldsung 0,1 N.
Dinatriumsulfid.
Cadmiumdi(acetat).
Konzentrierter Ammoniak

20 _
(¢4 = 0,90).

Ammoniakalische Cadmiumacetat-Lésung: 10 g Cadmiumdi(acetat) (4.5) und etwa 50 ml
Wasser zusammengeben, so lange Ammoniak (4.6) zugeben, bis der Niederschlag wieder geldst
ist (etwa 20 ml) und mit Wasser auf 100 ml auffillen.

Stickstoff.

Ammoniak M.

GERATE

Ubliches Laborgerat.

100 ml Dreihalskolben mit Normschliffen.

Zwei 150 ml Schlifferlenmeyerkolben mit Gaseinleitungs- und Gasauslafrohr.
Schnellauftrichter.
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6. VERFAHREN
6.1. Abtrennung der Sulfide

6.1.1. Es wird eine zuvor noch nicht gedffnete Packung verwendet. Eine genau abgewogene Menge des
Produktes (m), die héchstens 30 mg Sulfidionen enthalten darf, wird in einen Dreihalskolben
(5.2) gegeben. Es werden 60 ml Wasser und zwei Tropfen Antischaummittel hinzugefigt.

6.1.2. In die beiden Erlenmeyerkolben (5.3) werden jeweils 50 ml der Lésung 4.7 gegeben.

6.1.3. Einen Tropftrichter, das Einleitungsrohr sowie das Auslalrohr an den Dreihalskolben (5.2)
anschlieen. Das AuslaBrohr und die in Reihe angeordneten Erlenmeyerkolben werden mit PVC-
Schl&uchen verbunden.

Anmerkung:

Die Apparatur mu3 folgendermaRen auf ihre Dichtigkeit geprift werden: Unter gleichen
Versuchsbedingungen werden 10 ml einer Sulfidldsung, die aus Dinatriumsulfid (4.4) hergestellt
wurde und X mg Sulfid (jodometrisch bestimmt) enthdlt, analysiert. Y ist die Menge Sulfid in
mg, die am Ende der Bestimmung ermittelt wird. Der Unterschied der beiden Mengen X und Y
darf 3 % nicht tberschreiten.

6.1.4. 15 Minuten lang wird Stickstoff (4.8) mit einem Durchsatz von zwei Blasen pro Sekunde in den
Dreihalskolben (5.2) eingeleitet, um die Luft auszutreiben.

6.1.5. Der Kolben wird auf 85 + 5 °C erwérmt.
6.1.6. Nach Abstellen des Stickstoffstroms (4.8) werden 40 ml Salzséure (4.1) zugetropft.

6.1.7. Nachdem fast die gesamte Sdure hinzugegeben wurde, wird der Stickstoffstrom (4.8) erneut
angestellt. Der verbleibende Rest der S&ure verhindert ein Entweichen des
Schwefelwasserstoffes.

6.1.8. Der Dreihalskolben (5.2) wird noch 30 Minuten erwdrmt und anschlieBend abgekuhlt. Der
Stickstoff (4.8) wird weitere 1 %2 Stunden durchgeleitet.

6.2. Titration
6.2.1. Das Cadmiumsulfid wird ber den Schnellauftrichter (5.4) abfiltriert.

6.2.2. Die Erlenmeyerkolben (5.3) werden zunachst mit Ammoniak (4.9) gespult und die Flussigkeit
auf das Filter gegeben. Dann werden die Kolben mit Wasser gespiilt und dieses zum Waschen
des Niederschlags benutzt.

6.2.3. Der Niederschlag wird mit weiteren 100 ml Wasser gewaschen.

6.2.4. Das Filter wird in den ersten Erlenmeyerkolben gelegt, der zur Ausfallung diente. Es werden
25,0 ml (ny) der Jodlésung (4.3), etwa 20 ml Salzsdure (4.1) und 50 ml Wasser hinzugefiigt.

6.2.5. Das lberschissige Jod wird mit Natriumthiosulfatlésung (4.2) bestimmt (n,).
7. BERECHNUNG

Der Sulfidgehalt der Probe wird nach folgender Formel berechnet und in Massenprozent (m/m)
Schwefel ausgedriickt:

32 (nyx; — nyxy)
20m

% (m/m) Schwefel =

n.: Volumen der verwendeten Jodldsung (4.3) in ml,
X;: Normalitat dieser Lésung,
n,: Volumen der Natriumthiosulfatldsung (4.2) in ml,
X,: Normalitat dieser Lésung,
m: Masse der Probe in g.

8. WIEDERHOLBARKEIT (%)

Bei einem Schwefelgehalt von etwa 2 % (m/m) darf der Unterschied zwischen den Ergebnissen
zweier parallel ausgefiihrten Bestimmungen an der gleichen Probe 0,2 % absolut nicht
Uberschreiten.

(*) Siehe 1SO-Norm 5725.
Anlage 24
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NACHWEIS UND QUANTITATIVE BESTIMMUNG VON GLYCERIN-1-(4-
AMINOBENZOAT)

A. IDENTIFIZIERUNG

1. ZWECK UND ANWENDUNGSBEREICH

Dieses Verfahren dient zum Nachweis des Glycerin-1-(4-Aminobenzoats) oder
Monoglycerinesters der 4-Aminobenzoeséure. Es gestattet ebenfalls den Nachweis des
gegebenenfalls als Verunreinigung vorhandenen Ethylesters der 4-Aminobenzoeséure.

2. PRINZIP

Die Identifizierung erfolgt durch Dinnschichtchromatographie auf Kieselgelplatten mit
Fluoreszenzindikator und Nachweis der priméaren Aminfunktion durch Bildung -eines
Diazofarbstoffes auf der Platte.

3. REAGENZIEN
Alle Reagenzien missen analysenrein sein.

3.1. Losungsmittelgemisch: Cyclohexan — Isopropanol — stabilisiertes Dichlormethan: 48 — 64 — 9
(Viviv)

3.2. FlieBmittelgemisch: Petrolether (40 — 60 °C) — Benzol — Aceton — Ammoniak (mindestens 25 %
NHa;): 35 — 35 —35 -1 (V/VIVIv)

3.3. Sprihmittel:
Losung a): Natriumnitrit: 1,0 g in 200 ml 1 M HCI (kurz vor Gebrauch zuzubereiten)
Ldsung b): 2-Naphthol: 0,2 g in 100 ml 1 M KOH

3.4. Standardlésungen:  Monoglycerinester der  4-Aminobenzoesdaure:  0,05g in 100 ml
Losungsmittelgemisch (3.1)

Ethylester der 4-Aminobenzoeséure: 0,05 g in 100 ml Lésungsmittelgemisch (3.1)
3.5. DC-Fertigplatten Kieselgel 60 F 254, Schichtdicke 0,25 mm. 20 cm x 20 cm oder gleichwertiges
4. GERATE
4.1. Ubliches Chromatographiegerat
4.2. Ultraschallbad
4.3. Millipore-Filter FH, 0,5 um oder gleichwertiges
5. ARBEITSWEISE
5.1. Probenvorbereitung

1,5 g des zu analysierenden Stoffes in ein verschlielbares graduiertes 10-ml-Gefal einwégen und
mit dem Ldsungsmittelgemisch (3.1) auf 10 ml auffillen. Gefal verschlieBen und eine Stunde
lang bei Zimmertemperatur ins Ultraschallbad stellen. Durch ein Millipore-Filter (4.3) filtrieren.
Filtrat fur die Chromatographie verwenden.
5.2. Dinnschichtchromatographie

10 pl des Filtrats (5.1) und je 10 ul der Standardlésungen (3.4) auf eine DC-Platte (3.5)
auftragen. Chromatogramm in einem zuvor mit dem FlieBmittelgemisch (3.2) gesattigten Gefal
15 cm entwickeln. Die Platte bei Zimmertemperatur unter dem Abzug trocknen lassen.

5.3. Nachweis
5.3.1. Platte unter UV-Licht (254 nm) betrachten.

5.3.2. Die vollig trockene Platte mit Sprihmittel 3.3 Buchstabe a) bespriihen. Bei Zimmertemperatur
1 Minute trocknen lassen und sofort danach Sprihmittel 3.3 Buchstabe b) spriihen. Platte im
Trockenschrank bei 60 °C trocknen lassen. Die Flecken férben sich orange.

Monoglycerinester der 4-Aminobenzoesaure: Rf ca. 0,07 Ethylester der 4-Aminobenzoesdure: Rf
ca. 0,55

B. QUANTITATIVE BESTIMMUNG
1. ZWECK UND ANWENDUNGSBEREICH

Dieses Verfahren dient zur Bestimmung des Monoglycerinesters der 4-Aminobenzoeséure. Diese
Methode gestattet ebenfalls die Bestimmung des Ethylesters der 4-Aminobenzoesaure.
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Sie eignet sich zur Bestimmung von hdchstens 5% (m/m) Monoglycerinester der
4-Aminobenzoesdure und 1 % (m/m) Ethylester der 4-Aminobenzoesaure.

2. DEFINITION

Der nach diesem Verfahren bestimmte Gehalt an Monoglycerinester und Ethylester der
4-Aminobenzoeséure wird als Massenprozent (% m/m) dargestellt.

3. PRINZIP

Nach geeigneter Vorbehandlung des zu analysierenden Produktes wird die Bestimmung mit
Hochdruckflissigkeitschromatographie (HPLC) durchgefihrt.

4. REAGENZIEN
Alle Reagenzien missen analysenrein bzw. fir HPLC geeignet sein.
4.1. Methanol
4.2. Kaliumdihydrogenorthophosphat KH,PO,
4.3. Zink-di(acetat) Zn (CH3;COO),-H,0
4.4. Essigséure,

20 _
(57 = 1,05).

4.5. Kaliumferrocyanid K4[Fe(CNg]-3H,0
4.6. Ethylester der 4-Hydroxybenzoeséure
4.7. Monoglycerinester der 4-Aminobenzoeséure
4.8. Ethylester der 4-Aminobenzoeséure (Benzocain)
4.9. Pufferlésung 0,02 M: 2,72 g Kaliumdihydrogenorthophosphat (4.2) in 1 | destilliertem Wasser
I6sen
4.10. FlieBmittel: Pufferlosung (4.9) — Methanol (4.1) 61 — 39 (v/v)

Die Zusammensetzung dieses FlieBmittels kann verdndert werden, um einen Aufldsungsfaktor R
> 1,5 zu erhalten.

_ d’Rz - d’Rl

T oW+ w,
R; und R, = Retentionszeiten von 2 Peaks in min
W;und W, = Breite derselben Peaks bei halber Hohe in mm
d = Papiervorschub in mm/min

4.11. Stammldsung  fur  Monoglycerinester  der  4-Aminobenzoesaure:  ungefdhr 40 mg
Monoglycerinester der 4-Aminobenzoeséure in einen MeRkolben von 100 ml genau einwiegen
und in 40 ml Methanol (4.1) losen. Mit Pufferlésung (4.9) auffallen und mischen.

4.12. Stammlosung fur Ethylester der 4-Aminobenzoesdure: ungefahr 40 mg Ethylester der 4-
Aminobenzoesdure in einen MeRkolben von 100 ml genau einwiegen und in 40 ml Methanol
(4.1) l6sen. Mit Pufferldsung (4.9) auffiillen und mischen.

4.13. Interne Standardlésung: 50 mg (q mg) Ethylester der 4-Hydroxybenzoesaure (4.6) auf 0,5 mg
genau in einen 100-ml-MeRkolben einwégen und in 40 ml Methanol (4.1) l6sen. Mit
Pufferlosung (4.9) auffullen und mischen.

4.14. Standardlésungen: Durch Losen in 100 ml FlieBmittel (4.10) vier Standardlésungen gemaR
nachstehender Tabelle zubereiten:

Monoglycerinester der Ethylester der Ethylester der
Sﬁggﬁzrgd' 4-Aminobenzoesaure 4-Aminobenzoesdure  4-Hydroxybenzoesaure
ml (4.11) ug/ml (*) ml (4.12) pg/ml (*) ml (4.13) pg/ml (*)
| 2 8 2 8 10 50
| 4 16 3 12 10 50
i 6 24 4 16 10 50
v 10 40 5 20 10 50

(*) Diese Werte sind richtungsweisend und entsprechen den genau gewogenen Lésungen
4.11,4.12 und 4.13.

NB.: Diese Losungen kdnnen auf verschiedene Weise erreicht werden.
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4.15. Carrez-1-Lésung: 26,5 g Kaliumferrocyanid (4.5) in Wasser 16sen und auf 250 ml auffillen.

4.16. Carrez-11-L6sung: 54,9 g Zink-di(acetat) (4.3) und 7,5 ml Essigséure (4.4) in Wasser I6sen und
auf 250 ml auffillen.

4.17. Lichrosorb RP 18, 5 um oder gleichwertiges Erzeugnis.
5. GERATE
5.1. Ubliches Laborgerét
5.2. Flussigchromatograph mit UV-Detektor mit variabler Wellenldnge und Saulenthermostat (45 °C)
5.3. Edelstahlséule

L&nge: 25cm
Innendurchmesser: 4,6 mm
Séaulenfillung: Lichrosorb RP 18 (4.17)

5.4. Ultraschallbad
6. VERFAHREN
6.1. Probenvorbereitung

6.1.1. Ungeféhr 1 g (p g) der Probe in ein Becherglas von 100 ml genau einwiegen und 10 ml Methanol
(4.1) hinzufiigen.

6.1.2. Becherglas 20 Minuten in das Ultraschallbad (5.4) stellen und eine Suspension erzeugen. Diese
Suspension mit hochstens 75 ml FlieBmittel (4.10) quantitativ in einen MelRkolben von 100 ml
umgielRen. Nacheinander 1 ml Carrez-l1-Lésung (4.15) und 1 ml Carrez-11-Lésung (4.16)
hinzufugen und nach jeder Hinzugabe mischen.

Mit FlieBmittel (4.10) auffullen, nochmals mischen und durch ein Faltenfilter filtrieren.

6.1.3. Mit einer Pipette 3,0 ml des nach 6.1.2 erhaltenen Filtrats und 5,0 ml interne Standardldsung
(4.13) in einen Melkolben von 50 ml geben. Mit Fliemittel (4.10) auffullen und mischen. Die
so erhaltene Probeltsung fiir die in 6.2 beschriebene chromatographische Analyse benutzen.

6.2. Chromatographie

6.2.1. SaulendurchfluB des FlieBmittelgemischs (4.10) auf 1,2 ml/min einstellen und die
Saulentemperatur auf 45 °C bringen.

6.2.2. Detektor (5.2) auf 274 nm einstellen.

6.2.3. 20 pl Probeldsung (6.1.3) einspritzen und die Peakflachen messen.

6.3. Eichkurven

6.3.1. VVon jeder der in 4.14 definierten Standardldsungen 20 ul nach 6.2.3 einspritzen und Peakfléchen
messen.

6.3.2. Fur jede Konzentration ist das Verhaltnis zwischen der Peakflache des Monoglycerinesters der
4-Aminobenzoesdure und der Peakflache des internen Standards zu berechnen. Zeichne die
Eichkurve, indem diese Peakflachen-Verhaltnisse auf der Ordinate und die entsprechenden
Massenverhaltnisse auf der Abszisse aufgetragen werden.

6.3.3. Entsprechend ist fur den Ethylester der 4-Aminobenzoesdure zu verfahren.

7. BERECHNUNG
7.1. Fur die in 6.2.3 erhaltenen Peakflachen-Verhaltnisse konnen auf den nach 6.3 erhaltenen
Eichkurven die entsprechenden Massenverhaltnisse RP 1 und RP 2 abgelesen werden:

RP 1= Massenverhdltnis Monoglycerinester der 4-Aminobenzoesdure/Ethylester der
4-Hydroxybenzoesaure
RP 2= Massenverhéltnis Ethylester ~ der  4-Aminobenzoeséure/Ethylester  der

4-Hydroxybenzoesaure

7.2. Anhand dieser Massenverhdltnisse berechnet man den Gehalt an Monoglycerinester der
4-Aminobenzoesdure und Ethylester der 4-Aminobenzoesdure als Massenprozent (% m/m) nach
folgenden Formeln:

% (m/m) Monoglycerinester der 4-Aminobenzoeséure = RP 1 x :—p

% (m/m) Ethylester der 4-Aminobenzoesdure = RP 2 x %

g= nach 4.13 eingewogene Menge Ethylester der 4-Hydroxybenzoesdure (interner
Standard) in mg
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9.2.

p=  nach 6.1.1 eingewogene Probemenge in g

. WIEDERHOLBARKEIT ()
. Bei einem Gehalt an Monoglycerinester der 4-Aminobenzoesdure von 5% (m/m) darf der

Unterschied zwischen den Ergebnissen von zwei Parallelbestimmungen an der gleichen Probe
0,25 % nicht tberschreiten.

. Bei einem Gehalt an Ethylester der 4-Aminobenzoeséure von 1 % (m/m) darf der Unterschied

zwischen den Ergebnissen von zwei Parallelbestimmungen an der gleichen Probe 0,10 % nicht
Uberschreiten.

. ANMERKUNGEN
. Vor der eigentlichen Analyse vergewissere man sich, dal die Probe keine Verbindungen enthilt,

deren Peak auf dem Chromatogramm mit demjenigen des internen Standards zusammenfalit.

Um sicher zu sein, dall keine weiteren Interferenzen vorhanden sind, ist die Bestimmung zu
wiederholen, wobei das Verhéltnis des Methanol in der mobilen Phase um + 10 % veréndert
werden kann.

(*) Nach der Norm 1SO 5725.

41.
4.2.
4.3.
44.
4.5.

5.1
5.2.

6.1.

6.2.
6.2.1.

WWW.Tis.

Anlage 25

QUANTITATIVE BESTIMMUNG VON CHLORBUTANOL

. ZWECK UND ANWENDUNGSBEREICH

Diese Methode eignet sich fur die Bestimmung von Chlorbutanol bis zu einer
Hochstkonzentration von 0,5% (m/m) in allen kosmetischen Mitteln (mit Ausnahme von
Aerosolen).

. DEFINITION

Der nach dieser Methode bestimmte Gehalt an Chlorbutanol wird als Massenprozent (% m/m)
des Produktes angegeben.

. PRINZIP

Nach geeigneter Behandlung des zu untersuchenden Stoffes wird die Bestimmung durch
Gaschromatographie in  Gegenwart von 2,2,2-Trichlorethanol als internem Standard
durchgefiihrt.

. REAGENZIEN

Alle Reagenzien missen analysenrein sein.

Chlorbutanol (1,1,1-Trichlor-2-methyl-propan-2-ol,Hemihydrat)
2,2,2-Trichlorethanol

Ethanol absolut

Standardlésung von Chlorbutanol: 0,025 g in 100 ml Ethanol (4.3)

Interne Standardlésung von 2,2,2-Trichlorethanol: 0,004 g in 100 ml Ethanol (4.3)

. GERATE

Ubliches Laborgerét
Gaschromatograph mit ®Ni-Elektroneneinfangdetektor

. VERFAHREN

Vorbereitung der Proben: Zwischen 0,1 g und 0,3 g der Probe (p g) in einen 100-ml-MeRkolben
genau einwégen. In Ethanol (4.3) I6sen, 1 ml der internen Standardlésung (4.5) hinzufligen und
mit Ethanol auffillen.

Gaschromatographie-Bedingungen
Die Bedingungen miissen so gewéhlt sein, dal} der Auflésungsfaktor R > 1,5 ist

_ d,Rz - d,Rl

ST W+ W,
R; und R, = Retentionszeiten von 2 Peaks in min
W;und W, = Breite derselben Peaks bei halber Peakhthe in mm
d = Papiervorschub in mm/min
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6.2.2. Folgende Verfahrensbedingungen fuhren zu den gewiinschten Ergebnissen:

Séule | 1
Typ: Glassaule Edelstahlséule
L&nge: 1,80m 3m
Innendurchmesser: 3 mm 3mm
Stationdre Phase: 10% Carbowax 5% OV 17 auf
20 M TPA auf Gaschrom Chromsorb WAW
Q 80-100 mesh DMCS 80-100 mesh
Konditionierung: 2-3 Tage bei 190 °C
Temperatur:
— Injektor: 200 °C 150 °C
— Séule: 150 °C 100 °C
— Detektor: 200 °C 150 °C
Tragergas: Stickstoff Argon-Methan (95/5 v/v)
Durchsatz: 35 ml/min 32 ml/min

6.3. Eichkurve
Zur Herstellung der Standardldsungen werden in finf 100-ml-MeRkolben jeweils 1 ml interne
Standardlésung (4.5) gegeben, 0,20; 0,30; 0,40; 0,50 bzw. 0,60 ml der Chlorbutanol-
Standardlésung (4.4) hinzugefugt und mit Ethanol (4.3) aufgefulit.
Jeweils 1 pl von jeder dieser Lodsungen werden unter den in 6.2.2 beschriebenen
Arbeitsbedingungen in den Gaschromatographen injiziert. Man erstellt eine Eichkurve, indem
das Massenverhaltnis Chlorbutanol/2,2,2-Trichlorethanol als Abszisse gegen das Verhaltnis der
entsprechenden Peakflachen als Ordinate aufgetragen wird.

6.4.1 ul der nach 6.1 gewonnenen Losung injizieren und unter gleichen Bedingungen (6.2.2)
weiterverfahren.

7. BERECHNUNG

7.1. Berechne aus der Eichkurve (6.3) die Chlorbutanolkonzentration, ausgedriickt in ug Chlorbutanol
der Losung 6.1 (a pug).

7.2. Der Chlorbutanolgehalt der Probe (% m/m) wird errechnet nach der Formel:

ax 102 a
% (m/m) Chlorbutanol = X106 _ X107

8. WIEDERHOLBARKEIT (%)

Bei einem Chlorbutanolgehalt von 0,5% (m/m) darf der Unterschied zwischen zwei an der
gleichen Probe durchgeflihrten Bestimmungen 0,01% nicht berschreiten. Bemerkung Wenn das
Ergebnis gleich oder hoher ist als die erlaubte Hochstkonzentration, mufl das Fehlen von
Interferenzen gepruft werden.

(*) Nach der Norm 1SO 5725.
Anlage 26
NACHWEIS UND QUANTITATIVE BESTIMMUNG VON CHININ

A. NACHWEIS

1. ZWECK UND ANWENDUNGSBEREICH
Diese Methode dient zum Nachweis von Chinin in Shampoos und Haarlotionen.
2. PRINZIP
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Die Identifizierung erfolgt durch Diinnschichtchromatographie auf Kieselgel und durch
Nachweis der intensiven Blaufluoreszenz des Chinins in saurem Milieu beim Betrachten im UV-
Licht bei 360 nm. Zur Bestdtigung kann diese Fluoreszenz nachtraglich mit Bromdampfen
beseitigt und mit Ammoniakdampfen eine gelbliche Fluoreszenz hervorgerufen werden.

3. REAGENZIEN
Alle Reagenzien miissen analysenrein sein.
3.1. Kieselgelplatten ohne Fluoreszenzindikator, Schichtdicke 0,25 mm, 20 cm x 20 cm

3.2. FlieBmittelgemisch: Toluol — Diethylether — Dichlormethan — Diethylamin: 20 — 20 — 20 — 8
(vivivivi)

3.3. Methanol
3.4. Schwefelsdure 96%;

20 _
(02> = 1,84)

3.5. Diethylether

3.6. Sprihreagenz: 5 ml Schwefelsdure (3.4) vorsichtig zu 95 ml Diethylether (3.5) in einem
gekiihlten GefaR hinzuflgen.

3.7. Brom
3.8. Ammoniakldsung 28 %,

20 _
(¢2° = 1,90)

3.9. Chinin, wasserfrei

3.10. Standardl6sung: etwa 100 mg Chinin (3.9) genau einwédgen und mit Methanol (3.3) in einem
MeRkolben auf 100 ml auffillen.

4. GERATE

4.1. Ubliche Einrichtung fir Diinnschichtchromatographie

4.2. Ultraschallbad

4.3. Millipore-Filter FH 0,5 um oder gleichwertiges mit geeignetem Filtriergeréat
5. VERFAHREN

5.1. Probenvorbereitung

Eine ausreichende Menge der Probe, die etwa 100 mg Chinin enthélt, in einen 100-ml-
Melkolben genau einwégen und mit Methanol (3.3) auffillen. Den MeRkolben verschlieen und
eine Stunde lang bei Zimmertemperatur im Ultraschallbad (4.2) lassen. Durch ein Filter (4.3)
filtrieren und Filtrat fiir die Chromatographie benutzen.

5.2. Dinnschichtchromatographie

1 ul Standardldsung (3.10) und 1 ul Probel6sung (5.1) auf eine Kieselgelplatte (3.1) auftragen.
Die Platte in einem zuvor mit dem FlieBmittelgemisch (3.2) geséttigten GefaR 15 cm entwickeln
lassen.

5.3. Nachweis
5.3.1. Platte bei Zimmertemperatur trocknen.
5.3.2. Mit Reagenz 3.6 spriihen.
5.3.3. Platte eine Stunde lang bei Zimmertemperatur trocknen lassen.
5.3.4. Platte unter einer UV-Lampe bei A = 360 nm betrachten.
Chinin erscheint als intensiv fluoreszierender blauer Fleck

Die RF-Werte der wichtigsten Chinaalkaloide, die mit dem FlieBmittelsystem 3.2 entwickelt
wurden, sind als Beispiel in Tabelle I angegeben

TABELLE |
Alkaloid Rf
Chinin 0,20
Chinidin 0,29
Cinchonin 0,33
Cinchonidin 0,27

www.ris.bka.gv.at Seite 76 von 122



R | S Bundesrecht konsolidiert

| Hydrochinidin 0.17

5.3.5. Zur weiteren Bestatigung des Vorhandenseins von Chinin wird die Platte etwa eine Stunde lang
Bromddmpfen (3.7) ausgesetzt: die Fluoreszenz verschwindet. Wird die gleiche Platte
Ammoniakdadmpfen (3.8) ausgesetzt, so treten die Flecke mit Braunfarbung wieder auf; bei
erneuter Betrachtung unter UV-Licht (360 nm) ist eine gelbliche Fluoreszenz festzustellen.

Nachweisgrenze: 0,1 ug Chinin

B. QUANTITATIVE BESTIMMUNG

1. ZWECK UND ANWENDUNGSBEREICH

Diese Methode dient zur Bestimmung des Chinin und ist geeignet, bis zu 0,5 % (m/m) in
Shampoos und 0,2 % (m/m) in Haarlotionen zu bestimmen.

2. DEFINITION

Der mit diesem Verfahren bestimmte Chiningehalt wird in Massenprozent (% m/m) des
Erzeugnisses ausgedriickt.

3. PRINZIP

Nach geeigneter Vorbehandlung des zu untersuchenden Produktes wird die Bestimmung mit
Hochdruckflissigkeitschromatographie (HPCL) durchgefuhrt.

4. REAGENZIEN
Alle Reagenzien miissen analysenrein bzw. fir HPLC geeignet sein.
4.1. Acetonitril
4.2. Kaliumdihydrogenorthophosphat KH,PO,
4.3. Orthophosphorséure 85%;

20 _
(62 =1,70)

4.4, Tetramethylammoniumbromid

4.5. Chinin, wasserfrei

4.6. Methanol

4.7. Orthophosphorsédurelésung, 0,1 M : 11,53 g Orthophosphorséure (4.3) in einem MefRkolben mit
Wasser auf 1 000 ml auffillen.

4.8. Kaliumdihydrogenorthophosphatlésung, 0,1 M : 13,6 g Kaliumdihydrogenorthophosphat (4.2) in
einem MefRkolben mit Wasser auf 1 000 ml auffullen.

4.9. Tetramethylammoniumbromidlésung, 0,1 M : 15,40 g Tetramethylammoniumbromid (4.4) in
einem MefRkolben mit Wasser auf 1 000 ml auffullen.

4.10. FlieBmittel: Orthophosphorsaurelésung (4.7) — Kaliumdihydrogenorthophosphatlésung (4.8) —

Tetramethylammoniumbromidldsung (4.9) — Wasser — Acetonitril (4.1) : 10 — 50 — 100 — 340 —
90 (vIviviviv)
Die Zusammensetzung dieses FlieBmittels kann verdndert werden, um einen Aufldsungsfaktor R
> 1,5 zu erhalten.

B d'R, —d'R,

T oW+ w,
R; und R, = Retentionszeiten von 2 Peaks in min
W, und W, = Breite derselben Peaks bei halber Héhe in mm
d = Papiervorschub in mm/min

4.11. Octadecylsilan, chemisch gebunden an Kieselgel, 10 um

4.12. Standardlgsungen: In eine Reihe von 100 ml MeRkolben etwa 5,0; 10,0; 15,0 bzw. 20,0 mg
wasserfreies Chinin (4.5) genau einwégen. Mit Methanol (4.6) auffullen und bis zur Auflésung
des Chinins umriihren. Jede Lésung durch ein 0,5 um Filter (5.5) filtrieren.

5. GERATE
5.1. Ubliches Laborgerét
5.2. Ultraschallbad
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5.3. Flussigchromatograph mit UV-Detektor mit variabler Wellenlénge
5.4. Edelstahlsdule L&nge: 25 cm
Innendurchmesser: 4,6 mm
Séaulenfillung: Octadecylsilan (4.11)
5.5. Millipore-Filter, FH 0,5 um oder gleichwertiges mit geeignetem Filtriergerat
6. VERFAHREN
6.1. Probenvorbereitung

In einen 100-ml-MeRkolben eine Probenmenge, die etwa 10 mg wasserfreies Chinin enthalt,
genau einwégen. Mit etwa 20 ml Methanol (4.6) versetzen und den Kolben 20 Minuten lang in
das Ultraschallbad (5.2) stellen. Mit Methanol (4.6) zum Volumen auffillen. Einen aliquoten Teil
durch ein Filter (5.5) filtrieren.

6.2. Chromatographiebedingungen

DurchfluR der mobilen Phase (4.10): 1,0 ml/min Detektionswellenldnge (5.3): 332 nm
eingespritzte Menge: 10 ul Lésung (6.1) — Messung der Peakflache

6.3. Eichgerade

Mindestens dreimal 10 ul von jeder der Standardlésungen (4.12) einspritzen, die Peakflachen
messen und bei jeder Konzentration die Mittelwerte berechnen. Eichgerade zeichnen.

7. BERECHNUNG

7.1. Anhand der Eichgeraden (6.3) mit Hilfe der Peakfliche die Menge wasserfreies Chinin —
ausgedrickt in pg — in dem eingespritzten VVolumen (6.2) bestimmen.

7.2. Den Gehalt an wasserfreiem Chinin in Massenprozent der untersuchten Probe nach folgender
Formel berechnen:

B

% (m/m) wasserfreies Chinin = "

dabei ist
B = Menge wasserfreies Chinin in pg in 10 pl Filtrat (6.1)
A = Masse der Probe (6.1) ing

8. WIEDERHOLBARKEIT (%)

Bei einem Gehalt von 0,5 % (m/m) an wasserfreiem Chinin darf die Differenz zwischen den
Ergebnissen zweier Messungen, die parallel an derselben Probe vorgenommen wurden, 0,02 %
nicht Uberschreiten. Bei einem Gehalt von 0,2 % (m/m) an wasserfreiem Chinin darf die
Differenz zwischen den Ergebnissen zweier Messungen, die parallel an derselben Probe
vorgenommen wurden, 0,01 % nicht Gberschreiten.

(*) Nach der Norm 1SO 5725.
Anlage 27

NACHWEIS UND QUANTITATIVE BESTIMMUNG VON ANORGANISCHEN
SULFITEN UND BISULFITEN

ANWENDUNGSBEREICH

Die Methode beschreibt den Nachweis und die Bestimmung von anorganischen Sulfiten und Bisulfiten in
kosmetischen Erzeugnissen. Sie ist nur anwendbar auf Produkte, die eine wéssrige oder alkoholische
Phase enthalten und fiir Gehalte bis zu 0,2 % Schwefeldioxid.

A. NACHWEIS

1. PRINZIP

Die Probe wird in Salzsdure erhitzt und das freigesetzte Schwefeldioxid entweder durch seinen
Geruch oder durch Indikatorpapier nachgewiesen.

2. REAGENZIEN
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Alle Reagenzien miissen analysenrein sein.

2.1. Salzséure, 4 M
2.2. Kaliumjodatstarkepapier oder ein anderes geeignetes Indikatorpapier

3. GERATE
3.1. Ubliches Laborgerét
3.2. 25-ml-Kolben mit kurzem Rickflukihler

4. VERFAHREN
4.1. Etwa 2,5 g der Probe und 10 ml Salzséure (2.1) werden in den Kolben (3.2) gegeben.
4.2. Mischen und bis zum Sieden erhitzen.

4.3. Die Entwicklung von Schwefeldioxid wird entweder durch Geruch oder mit Indikatorpapier (2.2)
nachgewiesen.

B. QUANTITATIVE BESTIMMUNG

1. DEFINITION

Der nach dieser Methode bestimmte Sulfit- oder Bisulfitgehalt der Probe wird in Masseprozent
Schwefeldioxid angegeben.

2. PRINZIP

Nach Ansduern der Probe wird das freigesetzte Schwefeldioxid in eine Wasserstoffperoxidlésung
Uberdestilliert. Die gebildete Schwefelsaure wird mittels einer Natriumhydroxid-Standardldsung
titriert.

3. REAGENZIEN
Alle Reagenzien miissen analysenrein sein.
3.1. Wasserstoffperoxid 0,2 % (m/v). Téglich frisch zuzubereiten.
3.2. Orthophosphorséure

25 _
(d=2=1,75)

3.3. Methanol
3.4. Natriumhydroxid-Standardldsung, 0,01 M
3.5. Stickstoff

3.6. Indikator: Mischung 1 : 1 (v/v) von Methylrot (0,03 % m/v in Ethanol) und Methylenblau
(0,05 % m/v in Ethanol). Ldsung filtrieren.

4. GERATE
4.1. Ubliches Laborgerat
4.2. Destillationsapparatur (siehe Abbildung)
5. VERFAHREN
5.1. Wége etwa 2,5 g der Probe in den Destillationskolben A (siehe Abbildung) genau ein.
5.2. Fuge 60 ml Wasser und 50 ml Methanol (3.3) hinzu und mische.

5.3. Gib 10 ml der Wasserstoffperoxidlosung (3.1), 60 ml Wasser und einige Tropfen des Indikators
(3.6) in die Destillationsvorlage D (siehe Abb.). Fiige einige Tropfen der Natriumhydroxidldsung
(3.4) hinzu, bis der Indikator nach griin umschlagt.

5.4. Der Vorgang 5.3 wird fiir die Waschflasche E (siehe Abbildung) wiederholt.

5.5. Setze die Apparatur zusammen und stelle den Stickstoffstrom (3.5) auf etwa 60 Blasen pro
Minute ein.

5.6. La 15 ml Orthophosphorsédure (3.2) durch den Tropftrichter in den Destillationskolben A
einlaufen.

5.7. Rasch bis zum Kochen erhitzen und 30 Minuten vorsichtig weitersieden lassen.

5.8. Entferne die Destillationsvorlage D. Spile das Rohr und titriere dann das Destillat mit
Natriumhydroxidlésung (3.4), bis der Indikator (3.6) nach griin umschlégt.

6. BERECHNUNG
Berechne den Gehalt der Probe an Sulfit bzw. Bisulfit in Masseprozent nach der Formel:

o 3,2 MV
% m/m Schwefeldioxid =
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M = molare Konzentration der Natriumhydroxidlgsung (3.4)
V = fir die Titration (5.8) erforderliches Volumen der Natriumhydroxidldsung (3.4) in ml
m = Masse der Probe (5.1) ingr.

7. WIEDERHOLBARKEIT (})

Bundesrecht konsolidiert

Bei einem Schwefeldioxidgehalt von 0,2 % m/m darf die Differenz zwischen den Ergebnissen

zweier

parallel
uberschreiten.

an der gleichen Probe durchgefiihrten Bestimmungen 0,006 %

Schwefeldioxid-Destillationsapparatur nach TANNER

265

sy

| I

(*) Nach der Norm 1SO 5725.
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NACHWEIS UND QUANTITATIVE BESTIMMUNG VON ALKALICHLORATEN

ANWENDUNGSBEREICH

Die Methode beschreibt den Nachweis und die Bestimmung von Chloraten in Zahnpasten und anderen
kosmetischen Produkten.

2.1.

2.2.

2.3.
2.4,
2.5.
2.6.
. GERATE

4.3.

44.

4.5.
4.6.
4.7.
. AUSWERTUNG

2.

A. NACHWEIS

. PRINZIP

Chlorat wird von anderen Halogenaten durch Dinnschichtchromatographie getrennt und durch
Oxidation von Kaliumjodid zu Jod nachgewiesen.

. REAGENZIEN

Alle Reagenzien miissen analysenrein sein.

Referenzldsungen: Wassrige Lésungen von
Kalium-Chlorat-Bromat und -Jodat, 0,2 % (m/v), frisch zubereitet.
FlieBmittel: Ammoniakldsung 28 % (m/v) — Aceton — Butanol:

60 — 130 — 30 (v/vIv)

Waéssrige Kaliumjodidldsung, 5 % (m/v)

Starkeldsung, 1-5 % (m/v)

Salzséure, 1 M

DC-Fertigplatten Cellulose, Schichtdicke 0,25 mm

Ubliche Einrichtung fiir Diinnschichtchromatographie.

. VERFAHREN
4.1.
4.2.

Etwa 1 g der Probe wird mit Wasser extrahiert, filtriert und auf etwa 25 ml verdiinnt.

2 pl dieser Losung (4.1) und jeweils 2 pl jeder der drei Referenzlésungen (2.1) werden auf die
Grundlinie einer DC-Platte (2.6) aufgetragen.

Die DC-Platte in ein Entwicklungsgefal stellen und mit aufsteigender Chromatographie mit dem
FlieRmittel (2.2) bis zu etwa drei Viertel der Lange der Platte entwickeln.

Die Platte aus dem Entwicklungsgefal entfernen und das FlieBmittel verdampfen lassen.
Dauer: bis zu 2 Stunden.

Die Platte mit Kaliumjodidldsung (2.3) bespriihen und etwa 5 Minuten lang trocknen lassen.
Die Platte mit Stérkeldsung (2.4) bespriihen und wieder etwa 5 Minuten lang trocknen lassen.
Die Platte mit Salzsdure (2.5) bespriihen.

Ist Chlorat anwesend, so erscheint nach etwa einer halben Stunde ein blauer (eventuell auch
brauner) Fleck mit einem Rf-Wert von ca. 0,7 — 0,8. Bromat und Jodat reagieren sofort.

Halogenat Rf
Chlorat 0,7-0,8
Bromat 05-0,6
Jodat 0-0,2

Es ist darauf zu achten, daR die Bromat- und Jodatflecken nicht verwechselt werden.

B. QUANTITATIVE BESTIMMUNG

. DEFINITION

Der nach dieser Methode bestimmte Chloratgehalt der Probe wird in Massenprozent (% m/m)
Chlorat ausgedriickt.

PRINZIP
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Chlorat wird mit Zinkpulver in saurem Milieu reduziert. Das entstandene Chlorid wird mit
Silbernitrat potentiometrisch titriert. Eine analoge Titration vor der Reduktion weist auf die
mdgliche Anwesenheit von Halogeniden hin.

3. REAGENZIEN
Alle Reagenzien miissen analysenrein sein.
3.1. Essigsaure, 80 % (m/m)
3.2. Zinkpulver
3.3. Silbernitratlésung, 0,1 M
4. GERATE
4.1. Ubliches Laborgerét
4.2. Potentiograph mit Silberindikatorelektrode
5. VERFAHREN
5.1. Vorbereitung der Probe
Eine Probenmenge m von etwa 2 g wird in ein Zentrifugenglas genau eingewogen. Etwa 15 ml
Essigsdure (3.1) hinzugeben und sorgfaltig mischen. 30 Minuten reagieren lassen und
15 Minuten lang bei 2 000 U/min zentrifugieren.
Die (berstehende Flissigkeit in einen 50-ml-Mefl3kolben abgieen und das Zentrifugieren
zweimal unter Zugabe von jeweils 15 ml Essigséure (3.1) zu dem Riickstand wiederholen.
Die Ldsungen in dem 50-mil-Mefl3kolben vereinen und mit Essigsdure (3.1) zum Volumen
auffllen.

5.2. Reduktion von Chlorat

20 ml der Losung 5.1 in einen Rundkolben geben, 0,6 g Zinkpulver (3.2) hinzufiigen und am
RuckfluBkuhler zum Sieden bringen. 30 Minuten sieden lassen, abkiihlen lassen und das
Uberschissige Zink abfiltrieren. Den Kolben mit Wasser spilen und damit das Filter
nachwaschen. Filtrat und Waschwasser vereinen.

5.3. Bestimmung von Chlorid

Die Losung 5.2 wird mit Silbernitratldésung (3.3) unter Verwendung des Potentiographen (4.2)
titriert. 20 ml der Losung 5.1 werden ebenfalls mit Silbernitratlésung (3.3) titriert. Enthalt das
Erzeugnis Brom- oder Jod-Derivate, die nach Reduktion Bromide oder Jodide freisetzen, so weist
die Titrationskurve mehrere Wendepunkte auf. In diesem Fall ist das Volumen an
Silbernitratlosung (3.3), das dem Chlorid entspricht, gleich der Volumendifferenz zwischen dem
letzten und vorletzten Wendepunkt.

6. BERECHNUNG

Der Chloratgehalt der Probe wird nach der Formel

209 (V —= VM
% (m/m) Chlorat= ———
m
berechnet.
V = Volumen der Silbernitratldsung (3.3) in ml, das zur Titration der Losung 5.2
verbraucht wurde.
V' = Volumen der Silbernitratldsung (3.3) in ml, das zur Titration der Ldsung 5.1
verbraucht wurde
M = Molaritat der verwendeten Silbernitratlésung (3.3)
m = Masse der Probe ing

7. WIEDERHOLBARKEIT (})

Bei einem Chloratgehalt von 3 bis 5 % darf die Differenz zwischen den Ergebnissen zweier
parallel an der gleichen Probe durchgefiihrten Bestimmungen 0,07 Massenprozent nicht
uberschreiten.

(*) Nach der Norm 1SO 5725.
Anlage 29
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NACHWEIS UND QUANTITATIVE BESTIMMUNG VON NATRIUMJODAT

ANWENDUNGSBEREICH

Diese Methode beschreibt die Identifizierung und quantitative Bestimmung Natriumjodat in kosmetischen
Mitteln, die nach Gebrauch sofort ausgespult werden.

A. IDENTIFIZIERUNG

1. PRINZIP

Natriumjodat wird von anderen Halogenaten durch Dinnschichtchromatographie getrennt und
durch Oxidation von Jodid zu Jod nachgewiesen.

2. REAGENZIEN
Alle Reagenzien missen analysenrein sein.

2.1. Referenzldsungen: Wassrige Lésungen von Kalium-Chlorat, -Bromat und -Jodat, 0,01 % (m/v),
frisch zubereitet.

2.2. Fliemittel: Ammoniaklésung 28 % (m/v) — Aceton — Butanol: 60 — 130 — 30 (v/v/v)
2.3. Wassrige Kaliumjodidlésung, 5 % (m/v)
2.4. Stérkeldsung, 1-5 % (m/v)
2.5. Salzséure, 1 M
3. GERATE
3.1. DC-Fertigplatten Cellulose, Schichtdicke 0,25 mm
3.2. Ubliche Ausstattung fiir Diinnschichtchromatographie
4. VERFAHREN
4.1. Etwa 1 g der Probe wird mit Wasser extrahiert, filtriert und auf etwa 10 ml verdiinnt.

4.2. 2 pl dieser Losung (4.1) und jeweils 2 pl jeder der drei Referenzlésungen (2.1) werden auf die
Grundlinie einer DC-Platte (3.1) aufgetragen.

4.3. Die DC-Platte in ein EntwicklungsgefaR stellen und mit aufsteigender Chromatographie mit dem
FlieBmittel (2.2) bis zu etwa drei Viertel der Lange der Platte entwickeln.

4.4. Die Platte aus dem Entwicklungsgefa entfernen und das FlieBmittel bei Zimmertemperatur
verdampfen lassen.

Dauer: bis zu 2 Stunden.
4.5. Die Platte mit Kaliumjodidlésung (2.3) bespriihen und etwa 5 Minuten lang trocknen lassen
4.6. Die Platte mit Starkel6sung (2.4) bespriihen und wieder etwa 5 Minuten lang trocknen lassen
4.7. AbschlieRend die Platte mit Salzsdure (2.5) bespriihen
5. AUSWERTUNG

Ist Jodat anwesend, so erscheint unmittelbar ein brauner (eventuell auch blauer) Fleck mit einem
Rf-Wert von ca. 0-0,2. Bromate werden ebenfalls sofort sichtbar bei einem Rf-Wert von ca. 0,5-
0,6; Chlorate nach etwa 30 Minuten bei einem Rf-Wert von ca. 0,7-0,8.

B. QUANTITATIVE BESTIMMUNG

1. DEFINITION

Der Gemall dieser Methode bestimmte Natriumjodatgehalt der Probe wird in Masseprozent
Natriumjodat angegeben.

2. PRINZIP

Natriumjodat wird in Wasser gelést und durch Hochdruckflissigkeitschromatographie unter
Verwendung von zwei hintereinander geschalteten Séulen — eine reverse phase C 18-Séule und
eine Anionenaustauschséule — bestimmt.

3. REAGENZIEN

Alle Reagenzien missen analysenrein und fir die Hochdruck-Flussigkeitschromatographie
geeignet sein.

3.1. Salzséure, 4 M
3.2. Wassrige Natriumsulfitlosung, 5 % m/v
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3.3. Natriumjodat-Stammldsung: 50 mg Natriumjodat/100 ml Wasser
3.4. Kaliumdihydrogenorthophosphat
3.5. Dinatriumhydrogenorthophosphat . 2H,0O

3.6. Mobile Phase fir die HPLC: Lose 3,88 g Kaliumhydrogenorthophosphat (3.4) und 1,19 g
Dinatriumhydrogenorthophosphat . 2 H,O (3.5) in einem Liter Wasser. Der pH dieser Ldsung
betrégt 6.2.

3.7. Universalindikatorpapier, pH 1-11
4. GERATE
Ubliches Laborgerét
4.1. Papierfilter, 110 mm Durchmesser, Schleicher und Schiill Nr. 575 oder gleichwertiges
4.2. Hochdruckflissigkeitschromatograph mit UV-Detektor mit variabler Wellenlange
4.3. Sdulen: 2 hintereinandergeschaltete S&ulen von jeweils 120 mm L&nge und 4,6 mm
Innendurchmesser.
Siulenfillung: 1. Saule: Nucleosil® 5 C 18 oder gleichwertiges

2. Saule: Vydac™-301-SB oder gleichwertiges
5. VERFAHREN
5.1. Probenvorbereitung

5.1.1. Flussige Proben (Shampoos)

Wage eine Probemenge von etwa 1 g einen 10 ml Mel3kolben genau ein.

Fulle mit Wasser zur Marke auf und mische.

Falls erforderlich, filtriere die Lsung.

Bestimme das Jodat in der Lsung mittels HPLC wie in Absatz 5.2 beschrieben.
5.1.2. Feste Proben (Seifen)

Wage eine zuvor fein zerkleinerte Probemenge von etwa 1 g in einen 100-ml-Melzylinder mit
Glasstopfen genau ein. Fulle mit Wasser bis 50 ml auf und schittele 1 Minute lang kréftig.

Zentrifugiere und filtriere durch ein Papierfilter (4.1) oder lasse die Mischung mindestens eine
Nacht stehen, schiittele die gallertartige Losung kraftig und filtriere sie durch ein Papierfiltet
(4.2). Bestimme das Jodat im Filtrat mittels HPLC wie in Absatz 5.2 beschrieben.

5.2. Chromatographie
Flowrate: 1 ml/min
Detektionswellenlange: 210 nm
Einspritzvolumen: 10 pl
Messung: Peakflache

5.3. Eichgerade
Pipettiere 1.0, 2.0, 5.0, 10.0 bzw. 20.0 ml der Natriumjodatstammlésung (3.3) in 50-ml-
MeRkolben. Fille mit Wasser zur Marke auf und mische. Die so erhaltenen Lésungen enthalten
0.01, 0.02, 0.05, 0.10 bzw. 0.20 mg Natriumjodat pro ml. Injiziere 10 ul von jeder Standard-
Jodatlésung in den Flussigkeitschromatographen (4.3). Bestimme die Peakflachen flr Jodat und
zeichne die Eichgerade: Peakflache — Natriumjodatkonzentration.

6. BERECHNUNG

Berechne die Natriumjodatkonzentration in Masseprozent (% m/m) nach folgender Formel:

Ve

%m/m Natriumjodat = om

dabei ist:

m = Masse der Probe (5.1) ing

V = Gesamtvolumen der nach 5.1 erhaltenen Probenlésung in ml

¢ = aus Eichkurve (5.3) enthnommene Natriumjodatkonzentration in mg/ml
7. WIEDERHOLBARKEIT (%)

Bei einem Natriumjodatgehalt von 0,1 % (m/m) darf die Differenz zwischen den Ergebnissen
zweier Parallelbestimmungen, die an der gleichen Probe vorgenommen wurden, 0,002 % nicht
Uberschreiten.

8. BESTATIGUNG
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8.1. Prinzip
In einer angesduerten Losung des kosmetischen Produktes wird das Jodat (JO5—) durch Sulfit zu
Jodid (J-) reduziert und die erhaltene Ldsung mittels HPLC untersucht. Verschwindet nach der
Behandlung mit Sulfit ein mit seiner Retentionszeit dem Jodat entsprechender Peak, so kann der
urspriingliche Peak mit gréfiter Wahrscheinlichkeit Jodat zugeschrieben werden.

8.2. Verfahren
Pipettiere 5 ml der nach 5.1 gewonnenen Probelésung in einen Erlenmeyer.
Stelle den pH der Ldsung mit Salzséure (3.1) unter Verwendung von Universalindikatorpapier
(3.7) auf einen Wert von 3 oder niedriger ein.
Fuge 3 Tropfen Natriumsulfitlésung (3.2) hinzu und mische. Injiziere 10 pl dieser Lésung in den
Flussigkeitschromatographen (4.2).
Vergleiche dieses Chromatogramm mit demjenigen, das bei der gleichen Probe nach Abschnitt 5
erhalten wurden.

(*) Nach der Norm 1SO 5725,

Anlage 30
NACHWEIS UND BESTIMMUNG VON SILBERNITRAT IN KOSMETISCHEN
MITTELN
A. Nachweis

1. Zweck und Anwendungsbereich

Diese Methode beschreibt ein Verfahren zum Nachweis von Silbernitrat in waBrigen
kosmetischen Mitteln.

2. Kurzbeschreibung

Silber wird durch den mit Chloridionen gebildeten charakteristischen weillen Niederschlag
nachgewiesen.

3. Reagenzien
Alle Reagenzien missen analysenrein sein.
3.1. Salzséure, 2 M.

3.2. Ammoniakldsung: konzentrierte Ammoniaklésung (d,y = 0,88 g/ml) wird mit der gleichen
Menge Wasser gemischt.

3.3. Salpetersaure, 2 M.

4. Geréte
4.1. Normale Laborausstattung.
4.2. Zentrifuge.

5. Durchflihrung

5.1. In einem Zentrifugenglas wird zu ungeféhr 1 g Probe tropfenweise Salzsdure (3.1) gegeben, bis
die Ausféallung abgeschlossen ist. Die Mischung wird anschlieBend zentrifugiert.

5.2. Die Uberstehende Flissigkeit wird dekantiert und der Rlckstand einmal mit finf Tropfen kaltem
Wasser gewaschen. Die Waschflussigkeit wird verworfen.

5.3. Der Rickstand im Zentrifugenglas wird mit der gleichen Menge Wasser versetzt und unter
Rihren zum Sieden erhitzt.

5.4. Die Mischung wird heif3 zentrifugiert und die Uberstehende Flussigkeit verworfen.

5.5. Der Niederschlag wird mit einigen Tropfen Ammoniaklésung (3.2) versetzt, gemischt und
anschlieBend zentrifugiert.

5.6. Ein Tropfen der Gberstehenden Ldsung wird auf einen Objekttrdger gebracht und mit wenigen
Tropfen Salpetersaure (3.3) versetzt.

5.7. Ein weiller Niederschlag zeigt die Anwesenheit von Silber an.

B. Bestimmung
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3.1
3.2.
3.2.1

3.2.2.

4.1.
4.2.

5.1.

5.2.

5.3.
53.1L

5.3.2.

54.

. Zweck und Anwendungsbereich

Diese Methode beschreibt ein Verfahren zur Bestimmung von Silbernitrat als Silber in
kosmetischen Mitteln zum Farben von Wimpern und Augenbrauen.

. Kurzbeschreibung

Silber wird im Erzeugnis durch Atomabsorptionsspektrometrie bestimmt.

. Reagenzien

Alle Reagenzien missen analysenrein sein.

Salpetersdure, 0,02 M.

Silber-Standardldsungen.

Silber-Standardstammlésung, 1000 p g/ml in 0,5 M Salpeterséure (,,SpectrosoL* oder
gleichwertiges).

Silber-Standardldsung, 100 pg/ml:

10,0 ml der Silber-Standardstammlésung (3.2.1) werden in einen 100-ml-MeRkolben pipettiert
und mit 0,02 M Salpeterséure (3.1) bis zur Marke aufgefillt und gemischt. Diese Standardldsung
muf frisch hergestellt und in einer dunklen Flasche aufbewahrt werden.

. Geréate

Normale Laborausstattung.
Atomabsorptionsspektrophotometer mit Silber-Hohlkathodenlampe.

. Arbeitsvorschrift

Vorbereitung der Probe

Ungeféhr 0,1 g (m Gramm) einer homogenen Probe des Erzeugnisses wird genau abgewogen,
quantitativ in einen 1-Liter-MeRkolben ubergefiihrt und mit 0,02 M Salpetersaure (3.1) bis zur
Marke aufgeftllt und gemischt.

Bedingungen fur die Atomabsorptionsspektrometrie
Flamme: Luft-Acetylen,
Wellenlénge: 338,3,
Untergrundkorrektur: ja,

Brenngasbedingungen:  brenngasarm; fiir eine maximale Absorption ist eine Optimierung

der Brennerhdhe und der Brenngasbedingungen erforderlich.

Eichung
Von der Silber-Standardldsung (3.2.2) werden 1,0, 2,0, 3,0, 4,0 bzw. 5,0 ml in eine Reihe von
100-ml-Mef3kolben pipettiert und jeweils mit 0,02 M Salpetersaure (3.1) bis zur Marke aufgefullt
und gemischt. Diese Lésungen enthalten 1,0, 2,0, 3,0, 4,0 und 5,0 ug Silber je Milliliter.
Die Extinktion der 0,02 M Salpeterséure (3.1) wird gemessen und der erhaltene Extinktionswert
als Blindwert der Silberkonzentration fiir die Eichkurve verwendet.
Die Extinktion jeder Silber-Eichlésung (5.3.1) wird gemessen und die Abhéngigkeit des
Extinktionswertes von der Silberkonzentration in Form der Eichkurve aufgezeichnet.
Bestimmung
Die Extinktion der Priflésung (5.1) wird gemessen und aus der Eichkurve die dem ermittelten
Extinktionswert zugehdrige Silberkonzentration abgelesen.

. Berechnung

Der Silbernitratgehalt in Massenprozent (% m/m) der Probe wird nach folgender Formel
berechnet:

1,5748 X ¢

% (m/m) Silbernitrat = T0xm

m = Einwaage der untersuchten Probe in Gramm (5.1),

¢ = aus der Eichkurve abgelesene Silberkonzentration der Pruflésung (5.1) in Mikrogramm
je Milliliter.

. Wiederholbarkeit (*)

Bei einem Silbernitratgehalt von 4 % (m/m) dirfen die Ergebnisse zweier an derselben Probe
parallel durchgefuhrter Bestimmungen um nicht mehr als 0,05 % (m/m) voneinander abweichen.
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(") 1SO 5725.
Anlage 31
NACHWEIS UND BESTIMMUNG VON SELENDISULFID IN ANTISCHUPPEN-
SHAMPOOS
A. Nachweis

1. Zweck und Anwendungsbereich

Diese Methode beschreibt ein Verfahren zum Nachweis von Selendisulfid als Selen in
Antischuppen-Shampoos.

2. Kurzbeschreibung

Selen wird durch die charakteristische gelbe bis orange Farbe nachgewiesen, die bei der Reaktion
mit Harnstoff und Kaliumiodid entsteht.

3. Reagenzien
Alle Reagenzien missen analysenrein sein.

3.1. Konzentrierte Salpetersdure (dy = 1,42 g/ml).

3.2. Harnstoff.

3.3. Kaliumiodid-Ldsung, 10 % (m/v): 10 g Kaliumiodid werden in 100 ml Wasser geldst.
4. Geréte

4.1. Normale Laborausstattung.

4.2. DruckaufschluBbehélter, 100 ml.

4.3. Heizblock.

4.4, Filterpapier (Whatman Nr. 42 oder gleichwertiges) oder Membranfilter, 0,45 um.
5. Durchfiihrung

5.1. In einem DruckaufschluBbehalter (4.2) werden zu etwa 1 g Shampoo 2,5ml konzentrierte
Salpetersdure (3.1) gegeben und 30 Minuten lang bei 150 °C in einem Heizblock (4.3)
aufgeschlossen.

5.2. Die digerierte Probe wird mit Wasser auf ein Volumen von 25 ml verdiinnt und durch ein
Papierfilter oder ein 0,45-um-Membranfilter (4.4) filtriert.

5.3. 2,5 ml des Filtrats werden mit 5 ml Wasser und 2,5 g Harnstoff (3.2) versetzt und zum Sieden
erhitzt. Nach dem Abkihlen wird 1 ml Kaliumiodid-L6sung (3.3) hinzugegeben.

5.4. Eine gelbe bis orange Farbe, die beim Stehen rasch nachdunkelt, zeigt das VVorhandensein von
Selen an.

B. Bestimmung

1. Zweck und Anwendungsbereich

Diese Methode beschreibt ein Verfahren zur Bestimmung von Selendisulfid als Selen in
Antischuppen-Shampoos, die bis zu 4,5 % (m/m) Selendisulfid enthalten.

2. Kurzbeschreibung

Die Probe wird mit Salpetersdaure aufgeschlossen und das Selen mit Hilfe der
Atomabsorptionsspektrometrie bestimmt.

3. Reagenzien
Alle Reagenzien missen analysenrein sein.
3.1. Konzentrierte Salpetersdure (dyo = 1,42 g/ml).

3.2. Salpetersaure 5 % (v/v): Zu 500 ml Wasser werden in einem Becherglas unter standigem Rihren
50 ml konzentrierte Salpetersdure (3.1) gegeben. Die Ldsung wird in einen 1-Liter-MeRkolben
ubergefihrt und bis zur Marke mit Wasser aufgefullt.

3.3. Selen-Standardlésung, 1 000 pg/ml in 0,5 M Salpetersdure (,,SpectrosoL* oder gleichwertiges).
4. Geréate

4.1. Normale Laborausstattung.

4.2. Druckaufschlu3behalter, 100 ml.
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4.3. Heizblock.
4.4 Filterpapier (Whatman Nr. 42 oder gleichwertiges) oder Membranfilter, 0,45 pum.
4.5. Atomabsorptionsspektrophotometer mit Selen-Hohlkathodenlampe.
5. Durchflihrung
5.1.Vorbereitung der Probe

5.1.1. Ungeféhr 0,29 (m Gramm) einer homogenen Probe Shampoo werden in einen
Druckaufschlubehalter (4.2) genau eingewogen.

5.1.2. Nach Zusatz von 5 ml konzentrierter Salpeterséure (3.1) wird die Mischung im Heizblock (4.3)
bei 150 °C 1 Stunde lang aufgeschlossen.

5.1.3. Nach dem Abkihlen wird die Mischung mit Wasser zu 100 ml verdunnt und tiber ein Papierfilter
oder ein 0,45-um-Membranfilter (4.4) filtriert. Das Filtrat dient als Priflosung.

5.2.Bedingungen fir die Atomabsorptionsspektrometrie
Flamme: Luft-Acetylen,
Wellenlédnge: 196,0 nm,
Untergrundkorrektur: ja,

Brenstoff (Anm.: richtig: Brennstoff): arm; fir maximale Absorption missen Brennerhéhe und
Brennstoff optimiert werden.

5.3.Eichung

5.3.1. Von der Selen-Standardlésung (3.3) werden 1,0, 2,0, 3,0, 4,0 und 5,0 ml in einer Reihe von
100-ml-MefRkolben pipettiert und jeweils mit 5%iger (v/v) Salpetersdure (3.2) zur Marke
aufgefillt und gemischt. Diese Eichlésungen enthalten 10, 20, 30, 40 bzw. 50 pg Selen je
Milliliter.

5.3.2. Die Extinktion der 5%igen (v/v) Salpetersdure (3.2) wird gemessen und der erhaltene
Extinktionswert als Blindwert der Selenkonzentration fur die Eichkurve verwendet. Die
Extinktion jeder Selen-Eichlosung (5.3.1) wird gemessen und die Abhéngigkeit des
Extinktionswertes von der Selenkonzentration in Form der Eichkurve aufgezeichnet.

5.4.Bestimmung

Die Extinktion der Pruflésung (5.1.3) wird gemessen und aus der Eichkurve die dem ermittelten
Extinktionswert zugehorige Selenkonzentration abgelesen.

6. Berechnung

Der Gehalt an Selendisulfid in Massenprozent (% m/m) der Probe wird nach folgender Formel
berechnet:

1,812 x ¢

0, =
% (m/m) Selensulfid 100 X

m = Einwaage der untersuchten Probe (5.1.1) in Gramm,

c= aus der Eichkurve abgelesene Selenkonzentration der Pruflosung (5.1.3) in
Mikrogramm je Milliliter.

7. Wiederholbarkeit (%)

Bei einem Selendisulfid-Gehalt von 1 % (m/m) diirfen die Ergebnisse zweier an derselben Probe
parallel durchgeflhrter Bestimmungen um nicht mehr als 0,05 % (m/m) voneinander abweichen.

(%) 1SO 5725.
Anlage 32

BESTIMMUNG VON LOSLICHEM BARIUM UND STRONTIUM IN
FARBPIGMENTEN IN FORM VON SALZEN ODER LACKEN

A. Bestimmung von léslichem Barium
1. Zweck und Anwendungsbereich

Diese Methode beschreibt ein Verfahren zur Extraktion und Bestimmung von I6slichem Barium
aus Farbpigmenten in Form von Salzen oder Lacken.
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2. Kurzbeschreibung

Das Farbpigment wird mit 0,07 M Salzséure unter definierten Bedingungen extrahiert; die
Menge des loslichen Bariums im Extrakt wird danach durch Atomabsorptionsspektrometrie
bestimmt.

3. Reagenzien
Alle Reagenzien miissen analysenrein sein.
3.1. Absolutes Ethanol.
3.2. Salzséure, 0,07 M.
3.3. Salzséure, 0,5 M.

3.4. Kaliumchloridlésung, 8 % (m/v): 16 g Kaliumchlorid werden in 200 ml 0,07 M Salzséaure (3.2)
gelost.

3.5. Barium-Standardlésungen

3.5.1. Barium-Standardstammldsung, 1000 p g/ml in 0,5 M Salpetersdure (,,SpectrosoL” oder
gleichwertiges).

3.5.2. Barium-Standardlésung, 200 ug/ml: 20,0 ml der Barium-Standardstammldsung (3.5.1) werden in
einen 100-ml-MeRkolben pipettiert und mit 0,07 M Salzséure (3.2) bis zur Marke aufgefillt und
gemischt.

4. Gerate

4.1. Normale Laborausstattung.

4.2. pH-Meter mit einer Genauigkeit von + 0,02 Einheiten.

4.3. Schittelmaschine.

4.4. Membranfilter, 0,45 um.

4.5. Atomabsorptionsspektrophotometer mit Barium-Hohlkathodenlampe.
5. Durchfiihrung

5.1.Vorbereitung der Probe

5.1.1. Ungeféhr 0,5 g (m Gramm) Farbpigment werden genau in einen Erlenmeyerkolben eingewogen,
dessen Fassungsvermdgen mindestens 150 ml betragen sollte, um ein wirkungsvolles Schiitteln
zu gewahrleisten.

5.1.2. Nach Zusatz von 1,0 ml Ethanol (3.1) mittels Pipette wird der Kolben vorsichtig geschwenkt, bis
das Pigment vollstandig durchtrankt ist. Aus einer Birette wird genau so viel 0,07 M Salzséaure
(3.2) zugesetzt, daR ein Verhaltnis Volumen der S&ure zu Masse des Pigments von genau 50
Milliliter je Gramm erhalten wird. Das gesamte Volumen des Extraktionsmittels einschlieBlich
Ethanol betragt dann V ml. Der Inhalt des Kolbens wird 5 Sekunden lang geschittelt, um eine
vollkommene Durchmischung zu gewahrleisten.

5.1.3. Der pH-Wert der entstandenen Suspension wird mit dem pH-Meter (4.2) gemessen. Liegt der
Wert Uber 1,5, wird tropfenweise 0,5 M Salzséure (3.3) hinzugefigt, bis er in den Bereich von
1,4 bis 1,5 falit.

5.1.4. Der Kolben wird verschlossen und anschlieBend sofort 60 Minuten lang in der Schittelmaschine
(4.3) geschittelt, wobei eine ausreichend hohe Geschwindigkeit einzustellen ist, damit ein
Schaum entsteht. Danach wird die Mischung durch ein 0,45-um-Membranfilter (4.4) filtriert. Die
Mischung darf vor der Filtration nicht zentrifugiert werden. 5,0 ml des Filtrats werden in einen
50-ml-MeRkolben pipettiert, mit 0,07 M Salzsdure (3.2) bis zur Marke aufgefillt und gemischt.
Diese Losung wird auch flr die Strontiumbestimmung bendétigt (Teil B).

5.1.5. In einen 100-ml-MeRkolben werden 5,0 ml Kaliumchloridlgsung (3.4) und ein aliquoter Teil
(Wg, ml) des verdiinnten Filtrats (5.1.4) pipettiert, so dal die erwartete Konzentration zwischen 3
und 10 ug Barium je Milliliter liegt. (Ein aliquoter Teil von 10 ml ist ein guter Anfangswert). Die
Ldésung wird mit 0,07 M Salzsdure (3.2) bis zur Marke aufgefiillt und gemischt.

5.1.6. Die atomabsorptionsspektrometrische Bestimmung des Bariumgehaltes der Priflosung (5.1.5) ist
am selben Tag durchzufiihren.

5.2.Bedingungen fur die Atomabsorptionsspektrometrie
Flamme: Distickstoffoxid-Acetylen,
Wellenlange: 553,5 nm,
Untergrundkorrektur: keine,
Brennstoff: arm; fir maximale Absorption missen Brennerhohe und Brennstoff optimiert
werden.
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5.3.
53.1L

5.3.2.

5.4.

8.2.

3.1.

3.2.
3.3.

3.4.

Eichung

Von der Barium-Standardlésung (3.5.2) werden 1,0, 2,0, 3,0, 4,0 und 5,0 ml in einer Reihe von
100-ml-MeRkolben pipettiert. Nach Zusatz von jeweils 5,0 ml Kaliumchloridldsung (3.4) mittels
Pipette wird mit 0,07 M Salzsaure (3.2) bis zur Marke aufgefiillt und gemischt.

Diese Eichlésungen enthalten 2,0, 4,0, 6,0, 8,0 bzw. 10,0 pg Barium je Milliliter.

Entsprechend wird eine Blindldsung ohne Zugabe der Barium-Standardldsung hergestelit.

Die Extinktion der Blindlésung (5.3.1) wird gemessen und der erhaltene Extinktionswert als
Blindwert der Bariumkonzentration fur die Eichkurve verwendet.

Die Extinktion jeder Barium-Eichlosung (5.3.1) wird gemessen und die Abhangigkeit des
Extinktionswertes von der Bariumkonzentration in Form der Eichkurve aufgezeichnet oder es
wird die Regressionsgerade berechnet.

Bestimmung

Die Extinktion der Pruflésung (5.1.5) wird gemessen und aus der Eichkurve die dem ermittelten
Extinktionswert zugehdrige Bariumkonzentration abgelesen bzw. aus der Gleichung fir die
Regressionsgerade berechnet.

. Berechnung

Der Gehalt an 16slichem Barium in Massenprozent (% m/m) des Pigments wird nach folgender
Formel berechnet:

% (m/m) Isliches Barium = ———~

0 m) loSl1Cnes barium 10 WBaXm

m =  Einwaage der untersuchten Probe (5.1.1) in Gramm,

c = aus der Eichkurve abgelesene Bariumkonzentration der Priflésung (5.1.5) in

Mikrogramm je Milliliter bzw. der aus der Gleichung flir die Regressionsgerade
berechnete Wert,

\Y/ Gesamtvolumen des Extraktionsmittels (5.1.2) in Milliliter,
Wg, = aliquoter Teil des Extrakts aus 5.1.5 in Milliliter.

. Wiederholbarkeit

Die beste vorliegende Schétzung fur die Wiederholbarkeit (ISO 5725) dieser Methode fir einen
Gehalt an l6slichem Barium von 2 % (m/m) betragt 0,3 % (m/m).

. Bemerkungen
. Unter bestimmten Bedingungen kann bei Anwesenheit von Calcium die Barium-Absorption

erhoht werden. Dies kann durch Zusatz von Magnesium-lonen in einer Konzentration von 5 g/l
verhindert werden (*).

Die Anwendung der ICP-Atomemmissionsspektrometrie ist als Alternativmethode zur Flammen-
Atomabsorptionsspektrometrie zugelassen.

B. Bestimmung von Idslichem Strontium

. Zweck und Anwendungsbereich

Diese Methode beschreibt ein Verfahren zur Extraktion und Bestimmung von l6slichem
Strontium aus Farbpigmenten in Form von Salzen oder Lacken.

. Kurzbeschreibung

Das Farbpigment wird mit 0,07 M Salzséure unter definierten Bedingungen extrahiert; die
Menge des l6slichen Strontiums im Extrakt wird danach durch Atomabsorptionsspektrometrie
bestimmt.

. Reagenzien

Alle Reagenzien mussen analysenrein sein.
Absolutes Ethanol.
Salzsdure, 0,07 M.

Kaliumchloridlésung, 8 % (m/v): 16 g Kaliumchlorid werden in 200 ml 0,07 M Salzséure (3.2)
gelost.
Strontium-Standardlésungen
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3.4.1. Strontium-Standardstammldsung, 1000 pg/ml in 0,5 M Salpetersiure (,,SpectrosoL* oder
gleichwertiges).

3.4.2. Strontium-Standardldsung, 100 pg/ml:

10,0 ml der Strontium-Standardstammldsung (3.4.1) werden in einen 100-ml-MeRkolben
pipettiert und mit 0,07 M Salzséure (3.2) bis zur Marke aufgeftllt und gemischt.

4. Geréte

4.1. Normale Laborausstattung.

4.2. Membranfilter, 0,45 um.

4.3. Atomabsorptionsspektrophotometer mit Strontium-Hohlkathodenlampe.
5. Durchfiihrung

5.1.Vorbereitung der Probe

Zur Bestimmung des Strontiumgehaltes wird die im Teil A Abschnitt 5.1.4 hergestellte Lésung
verwendet.

5.1.1. In einen 100-ml-MeRkolben werden 5,0 ml Kaliumchloridldsung (3.3) und ein aliquoter Teil
(W ml) des verdiinnten Filtrates (A. 5.1.4) pipettiert, so daf die erwartete Konzentration
zwischen 2 und 5 pg Strontium je Milliliter liegt. (Ein aliquoter Teil von 25 ml ist ein guter
Anfangswert). Die Losung wird mit 0,07 M Salzsdure (3.2) bis zur Marke aufgefiillt und
gemischt.

5.1.2. Die atomabsorptionsspektrometrische Bestimmung des Strontiumgehaltes der Priflésung (5.1.1)
ist am selben Tag durchzuflhren.

5.2. Bedingungen fir die Atomabsorptionsspektrometrie
Flamme: Distickstoffoxid-Acetylen,
Wellenlénge: 460,7 nm,
Untergrundkorrektur: keine,
Brennstoff: arm; fir maximale Absorption missen Brennerhohe und Brennstoff optimiert
werden.
5.3.Eichung

5.3.1. Von der Strontium-Standardldsung (3.4.2) werden 1,0, 2,0, 3,0, 4,0 und 5,0 ml in eine Reihe von
100-ml-MeRkolben pipettiert. Nach Zusatz von jeweils 5,0 ml Kaliumchloridlésung (3.3) mittels
Pipette wird mit 0,07 M Salzsdure (3.2) bis zur Marke aufgefiillt und gemischt.

Die Eichldésungen enthalten 1,0, 2,0, 3,0, 4,0 bzw. 5,0 pug Strontium je Milliliter. Entsprechend
wird eine Blindldsung ohne Zugabe der Strontium-Standardldsung hergestellt.

5.3.2. Die Extinktion der Blindlésung (5.3.1) wird gemessen und der erhaltene Extinktionswert als
Blindwert der Strontiumkonzentration fiir die Eichkurve verwendet. Die Extinktion jeder
Strontium-Eichlésung (5.3.1) wird gemessen und die Abhédngigkeit des Extinktionswertes von
der Strontiumkonzentration in Form der Eichkurve aufgezeichnet.

5.4.Bestimmung
Die Extinktion der Pruflésung (5.1.1) wird gemessen und aus der Eichkurve die dem ermittelten
Extinktionswert zugehdrige Strontiumkonzentration abgelesen.
6. Berechnung
Der Gehalt an léslichem Strontium in Massenprozent (% m/m) des Pigments wird nach folgender
Formel berechnet:

% (m/m) Isliches Strontium = ————
(4 m) 1oSlicnes Strontium 10 WST <m
m =  Einwaage der untersuchten Probe (A. 5.1.1) in Gramm,
c = aus der Eichkurve abgelesene Strontiumkonzentration der Priflésung (5.1.1) in

Mikrogramm je Milliliter,
\% Gesamtvolumen des Extraktionsmittel (A. 5.1.2) in Milliliter,
Ws, = aliquoter Teil des Extrakts aus 5.1.1 in Milliliter.
7. Wiederholbarkeit

Die beste vorliegende Schatzung fur die Wiederholbarkeit (1SO 5725) dieser Methode fur einen
Gehalt an loslichem Strontium von 0,6 % (m/m) betrdgt 0,09 % (m/m).

8. Bemerkungen
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Die Anwendung der ICP-Atomemissionsspektrometrie ist als Alternativmethode zur Flammen-
Atomabsorptionsspektrometrie zugelassen.

(1) Jerrow, M. et a.: Magnesium as modifier for the determination of barium by flame atomic emission
spectrometry. Analytical Proceedings 28, (1991).

Anlage 33
NACHWEIS UND BESTIMMUNG VON BENZYLALKOHOL IN KOSMETISCHEN
MITTELN
A. Nachweis

3.1.
3.2.
3.3.
3.4.
3.5.
3.6.

3.7.

3.8.
4.1.
4.2.
4.3.
4.4,

5.1.

5.2.
5.2.1.

5.2.2.

5.2.3.

WWW.Tis.

. Zweck und Anwendungsbereich

Diese Methode beschreibt ein Verfahren zum Nachweis von Benzylalkohol in kosmetischen
Mitteln.

. Kurzbeschreibung

Die Identifizierung erfolgt durch Diinnschichtchromatographie auf Kieselgelplatten.

. Reagenzien

Alle Reagenzen (Anm.: richtig: Reagenzien) mussen analysenrein sein.
Benzylalkohol.

Chloroform.

Absolutes Ethanol.

n-Pentan.

FlieRmittel: Diethylether.

Benzylalkohol-Standardlésung: 0,1 g Benzylalkohol (3.1) wird in einen 100-ml-MeRkolben
eingewogen, mit Ethanol (3.3) bis zur Marke aufgefillt und gemischt.

DC-Fertigplatten (Glas, 200 mm x 200 mm oder 100 mm x 200 mm).
Adsorbensschicht: Kieselgel 60 Fys,.

Schichtdicke: 0,25 mm.

Spriihreagenz: 12-Molybdatophosphorsédure, 10% (m/v) in Ethanol (3.3).

. Gerate:

Ubliche Ausriistung zur Diinnschichtchromatographie.
Doppeltrogkammer, GesamtmaRe ungefahr 80 x 230 x 240 mm.
Chromatographiepapier: Whatman oder gleichwertiges.
UV-Lampe, Wellenldnge 254 nm.

. Durchfiihrung

Vorbereitung der Probe

1,0 g der zu untersuchenden Probe wird in einen 10-ml-MeRkolben eingewogen. Nach Zusatz
von 3 ml Chloroform (3.2) wird bis zur gleichméBigen Verteilung der Probe geschittelt. Die
Mischung wird mit Ethanol (3.3) bis zur Marke aufgefullt und kraftig geschittelt, bis sich eine
klare oder nahezu klare Lésung ergibt.

Dunnschichtchromatographie

Die Doppeltrogkammer (4.2) wird mit n-Pentan (3.4) wie folgt gesattigt: Die Kammerwand des
hinteren Troges wird mit Chromatographiepapier (4.3) ausgelegt, wobei der untere Rand des
Papiers in den Trog hineinreicht. 25 ml n-Pentan (3.4) werden durch GieRen (ber die sichtbare
Oberflache des Chromatographiepapiers in den hinteren Trog eingefiillt. AnschlieBend wird die
Kammer sofort mit dem Deckel verschlossen und 15 Minuten stehengelassen.

10 pl der Probelésung (5.1) und 10 ul Benzylalkohol-Standardlésung (3.6) werden auf die
Diinnschichtplatte an geeigneten Punkten entlang der Startlinie aufgetragen.

In den vorderen Trog der Kammer werden 10 ml FlieBmittel (3.5) pipettiert und anschlieRend
sofort die Dinnschichtplatte (5.2.2) in denselben Trog hineingestellt. Der Kammerdeckel wird
sofort wieder aufgesetzt und die Diinnschichtplatte bis zu einer Hohe von 150 mm entwickelt.
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Die Dunnschichtplatte wird der Kammer entnommen und bei Raumtemperatur aufbewahrt, bis
das FlieBmittel verdunstet ist.

5.2.4. Die Dunnschichtplatte (5.2.3) wird im ultravioletten Licht der Wellenldnge 254 nm betrachtet;
die violetten Flecke werden markiert. Anschliefend wird die Dunnschichtplatte mit dem
Spriihreagenz (3.8) bespriiht und danach ungeféahr 15 Minunten (Anm.: richtig: Minuten) lang bei
120 °C erhitzt. Benzylalkohol erscheint als dunkelblauer Fleck.

5.2.5. Der Ri-Wert des Benzylalkohol-Standards wird berechnet. Das Chromatogramm zeigt bei
Vorhandensein von Benzylalkohol in der Probelésung einen dunkelblauen Fleck mit dem
ReWert und der Farbe des Fleckes der Benzylalkohol-Standardlésung.

Nachweisgrenze: 0,1 ug Benzylalkohol.

B. Bestimmung

1. Zweck und Anwendungsbereich

Diese Methode beschreibt ein Verfahren zur Bestimmung von Benzylalkohol in kosmetischen
Mitteln.

2. Definition

Der nach diesem Verfahren bestimmte Gehalt an Benzylalkohol wird in Massenprozent (% m/m)
ausgedrickt.

3. Kurzbeschreibung

Die Probe wird mit Methanol extrahiert und der Gehalt an Benzylalkohol im Extrakt durch
Hochleistungsflissigkeitschromatographie (HPLC) bestimmt.

4. Reagenzien
Alle Reagenzien missen analysenrein und, wo erforderlich, fur die HPLC geeignet sein.

4.1. Methanol.

4.2. 4-Ethoxyphenol.

4.3. Benzylalkohol.

4.4. FlieBmittel (Mobile Phase): Methanol (4.1)/Wasser (45 : 55; v/v).

4.5. Benzylalkohol-Stammlésung: Ungeféhr 0,1 g Benzylalkohol (4.3) wird genau in einen 100-ml-
MeRkolben eingewogen, mit Methanol (4.1) geldst, zur Marke aufgefillt und gemischt.

4.6. Stammldsung des inneren Standards: Ungefahr 0,1 g 4-Ethoxyphenol (4.2) wird genau in einen
100-ml-MeRkolben eingewogen, mit Methanol (4.1) geldst, bis zur Marke aufgefillt und
gemischt.

4.7. Standardlésungen: GemdR nachstehender Tabelle werden die entsprechenden Volumina der
Benzylalkohol-Stammldsung (4.5) und der Stammldsung des inneren Standards (4.6) in eine
Serie von 25-ml-MeRkolben einpipettiert und mit Methanol (4.1) bis zur Marke aufgefillt und

gemischt.
Benzylalkohol 4-Ethoxyphenol
Stﬁndard- (4.5) . (4.6) *
osung (ml) ug/ml () (ml) ug/ml ()
I 0,5 20 2,0 80
I 1,0 40 2,0 80
1| 2,0 80 2,0 80
v 3,0 120 2,0 80
\ 5,0 200 2,0 80

(") Diese Werte sind richtungsweisend und entsprechen den Konzentrationen in den bereiteten
Standardldsungen, wenn Lésungen von Benzylalkohol (4.5) und 4-Ethoxyphenol (4.6)
verwendet werden, die genau 0,1% (m/v) Benzylalkohol bzw. genau 0,1% (m/v)
4-Ethoxyphenol enthalten.

5. Gerate
5.1. Normale Laborausstattung.

5.2. Hochleistungsflissigkeitschromatograph (HPLC) mit Ultra-violett-Detektor mit variabler
Wellenl&dnge und mit 10 ul Probenschleife.
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5.3. Analytische Trennséule:
Material: Edelstahl,
L&nge: 25 cm,
Innendurchmesser: 4,6 mm,
Aktiver Festkorper: 5 um Spherisorb ODS oder gleichwertiges Erzeugnis.
5.4. Wasserbad.
5.5 Ultraschallbad.
5.6. Zentrifuge.
5.7. Zentrifugenglaser mit 15 ml Fassungsvermdgen.
6. Durchflihrung
6.1. Vorbereitung der Probe

6.1.1. Ungefahr 0,1 g (m Gramm) der Probe wird genau in ein Zentrifugenglas (5.7) eingewogen und
mit 5 ml Methanol (4.1) versetzt.

6.1.2. Die Mischung wird 10 Minuten im 50 °C warmen Wasserbad (5.4) erwdrmt und anschlieRend in
ein Ultraschallbad (5.5) bis zur homogenen Verteilung gestellt.

6.1.3. Nach dem Abkiihlen wird die Mischung 5 Minuten bei 3 500 U/min zentrifugiert.
6.1.4. Die Uberstehende Flissigkeit wird in einen 25-ml-MeRkolben tbergefiihrt.

6.1.5. Der Rickstand wird mit weiteren 5 ml Methanol (4.1) extrahiert. Die Extrakte werden im 25-ml-
Mefkolben vereinigt.

6.1.6. Nach Zusatz von 2,0 ml Stammldsung des inneren Standards (4.6) mittels Pipette wird mit
Methanol (4.1) zur Marke aufgeflllt und gemischt. Diese Losung wird, wie im Abschnitt 6.4
beschrieben, chromatographiert.

6.2. Bedingungen fur die Chromatographie
6.2.1. Volumenstrom der mobilen Phase: 2 ml/min.
6.2.2. Detektionswellenldnge: 210 nm.

6.3. Eichung

6.3.1. 10 pl jeder der funf Benzylalkohol-Standardldsungen (4.7) werden chromatographiert und die
Peakflachen des Benzylalkohols und des 4-Ethoxyphenols gemessen.

6.3.2. Fur jede Konzentration der Benzylalkohol-Standardlésungen (4.7) wird das Verhéltnis zwischen
der Peakflache des Benzylalkohols und der Peakflache des 4-Ethoxyphenols ermittelt. Es wird
eine Eichkurve gezeichnet, indem die Peakflachenverhdltnisse als Ordinate und die
entsprechenden Konzentrationen des Benzylalkohols in Mikrogramm je Milliliter als Abszisse
aufgetragen werden.

6.4. Bestimmung

6.4.1. 10 pl der Probel6sung (6.1.6) werden chromatographiert, die Peakflachen des Benzylalkohols
und des 4-Ethoxyphenols gemessen und das Peakfldchenverhdltnis von Benzylalkohol zu
4-Ethoxyphenol ermittelt. Die Wiederholbarkeit des MeRsignals wird durch wiederholtes
Chromatographieren Uberprift.

6.4.2. Aus der Eichkurve (6.3.2) wird die Konzentration des Benzylalkohols abgelesen, die dem
Peakflachenverhaltnis von Benzylalkohol zu 4-Ethoxyphenol entspricht.

7. Berechnung

Der Benzylalkoholgehalt in Massenprozent (m/m) der Probe wird nach folgender Formel
berechnet:

c

% (m/m) Benzylalkohol = 700 m

m = Einwaage der untersuchten Probe im Gramm (6.1.1),

¢ = aus der Eichkurve abgelesene Konzentration an Benzylalkohol der Probelésung (6.1.6)
in Mikrogramm je Milliliter.
8. Wiederholbarkeit (%)

Bei einem Benzylalkoholgehalt von 1 % (m/m) diirfen die Ergebnisse zweier an derselben Probe
parallel durchgefiihrter Bestimmungen um nicht mehr als 0,10 % (m/m) voneinander abweichen.

(*) 1SO 5725.
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Anlage 34

NACHWEIS VON ZIRKONIUM UND BESTIMMUNG VON ZIRKONIUM,
ALUMINIUM UND CHLOR IN NICHTAEROSOLFORMIGEN
ANTITRANSPIRANTIEN
Die Methode umfaRt finf Schritte:
. Nachweis von Zirkonium,
. Bestimmung von Zirkonium,
. Bestimmung von Aluminium,
. Bestimmung von Chlor,

. Berechnung des Verhéltnisses von Aluminiumatomen zu Zirkoniumatomen sowie von
Aluminium- und Zirkoniumatomen zu Chloratomen.

mooOwd

A. Nachweis von Zirkonium

1. Zweck und Anwendungsbereich

Diese Methode eignet sich zum Nachweis von Zirkonium in nichtaerosolférmigen
Antitranspirantien. Es werden keine Methoden beschrieben, die fir den Nachweis des
Aluminium-Zirkonium-Chlorid-Hydroxid-Komplexes (Al,ZR(OH),ClI, - nH,O) geeignet sind.

2. Kurzbeschreibung

Zirkonium wird durch den charakteristischen rot-violetten Niederschlag nachgewiesen, der mit
Alizarinrot S unter stark sauren Bedingungen entsteht.

3. Reagenzien
Alle Reagenzien miissen analysenrein sein.
3.1. Salzséure, konzentriert (dyo = 1,18 g/ml).
3.2. Alizarinrot-S-Ldsung (CI. 58005): 2%iges (m/v) walriges Natrium-Alizarinsulphonat.
4. Geréate
4.1. Normale Laborausstattung.
5. Arbeitsvorschrift

5.1. In einem Reagenzglas werden zu ca. 1 g Probe 2 ml Wasser gegeben. Das Reagenzglas wird
verschlossen und geschittelt.

5.2. Es werden 3 Tropfen Alizarinrot-S-Losung (3.2) und dann 2 ml konzentrierte Salzsdure (3.1)
zugegeben. Das Reagenzglas wird verschlossen und geschittelt.

5.3. Das Reagenzglas wird etwa 2 Minuten stehengelassen.

5.4. Eine Loésung und ein Niederschlag von rotvioletter Farbe zeigen das Vorhandensein von
Zirkonium.

B. Bestimmung von Zirkonium

1. Zweck und Anwendungsbereich

Diese Methode eignet sich zur Bestimmung von Zirkonium in Aluminium-Zirkonium-Chlorid-
Hydroxid-Komplexen bis zu einer Hochstkonzentration von 7,5% (m/m) Zirkonium in
nichtaerosolférmigen Antitranspirantien.

2. Kurzbeschreibung

Zirkonium wird unter sauren Bedingungen aus dem Produkt extrahiert und durch
Atomabsorptionsspektroskopie bestimmt.

3. Reagenzien
Alle Reagenzien miissen analysenrein sein.

3.1. Salzséure, konzentriert (dy, = 1,18 g/ml).

3.2. Salzséureldsung, 10 % (v/v): zu 500 ml Wasser werden in einem Becherglas unter stdndigem
Rihren 100 ml konzentrierte Salzsdure (3.1) gegeben. Diese Ldsung wird in einen 1-I-
MeRkolben geschittet und bis zur Marke mit Wasser aufgefiillt.

3.3. Zirkonium-MaRIésung, 1000 p g/ml in 0,5 M Salzsdurelosung (,,SpektrosoL* oder
gleichwertiges).
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3.4. Aluminiumchlorid-Reagenz (hydriert) [AICI; - 6H,0] : 22,6 g Aluminiumchloridhexahydrat
werden in 250 ml 10%iger (v/v) Salzsaurelésung (3.2) geldst.

3.5. Ammoniumchloridreagenz: 5,0 g Ammoniumchlorid werden in 250 ml 10%iger (v/v)
Salzséaurelésung (3.2) geldst.
4. Geréte
4.1. Normale Laborausstattung.
4.2. Heizplatte mit Magnetrihrer.
4.3. Filterpapier (Whatman Nr. 41 oder gleichwertiges).
4.4. Atomabsorptionsspektrometer mit Zirkonium-Hohlkathodenlampe.
5. Arbeitsvorschrift
5.1.Vorbereitung der Probe
5.1.1. Ungefdhr 1,0 g (m Gramm) einer homogenen Probe des Produkts werden in ein 150-ml-

Becherglas sorgféltig eingewogen. Man fugt 40 ml Wasser und 10 ml konzentrierte Salzséure
(3.1) hinzu.

5.1.2. Das Becherglas wird auf eine Heizplatte mit Magnetrihrer (4.2) gestellt. Der Inhalt wird unter
Rihren zum Kochen gebracht. Um rasches Verdunsten zu verhindern, wird das Becherglas mit
einem Uhrglas abgedeckt. Nach 5minutigem Kochen wird das Becherglas von der Heizplatte
genommen und auf Raumtemperatur abgekdhlt.

5.1.3. Mit Hilfe des Filterpapiers (4.3) wird der Inhalt des Becherglases in einen 100-ml-MefRkolben
filtriert. Das Becherglas wird zweimal mit je 10 ml Wasser gespult, und das Spiilwasser wird
nach Filtration in den MeRkolben gegeben. Der MeRkolben wird bis zur Marke mit Wasser
aufgefullt und der Inhalt vermischt. Diese Lésung wird auch fir die Aluminiumbestimmung
verwendet (Teil C).

5.14.In einen 50-ml-MeRkolben werden 20,00 ml der Probenlésung (5.1.3), 5,00 mi
Aluminiumchloridreagenz (3.4) und 5,00 ml Ammoniumchloridreagenz (3.5) pipettiert. Die
Losung wird mit 10%iger (v/v) Salzsaurelosung (3.2) bis zur Marke aufgefullt und vermischt.

5.2.Bedingungen fir die Atomabsorptionsspektroskopie
Flamme: Distickstoffoxid/Acetylen,
Wellenlange: 360,1 nm,
Untergrundkorrektur: nein,
Brennstoff: reich; fiir maximale Absorption missen Brennerhdhe und Brennstoff optimiert
werden.
5.3.Eichung

5.3.1. Von der Zirkonium-MaRlésung (3.3) werden 5,00, 10,00, 15,00, 20,00 und 25,00 ml in eine
Reihe von 50-ml-MefRRkolben pipettiert. In  jeden MeRkolben werden 5,00 ml
Aluminiumchloridreagenz (3.4) und 5,00 ml Ammoniumchloridreagenz (3.5) pipettiert. Die
Ldsungen werden mit 10%iger (v/v) Salzsdurelosung (3.2) zur Marke aufgefllt und vermischt.
Sie enthalten 100, 200, 300, 400 bzw. 500 pg Zirkonium je Milliliter.

Auf die gleiche Weise wird eine Blindlésung ohne Zirkonium-MaBlésung zubereitet.

5.3.2. Die Absorption der Blindlésung (5.3.1) wird gemessen und der erhaltene Wert als Nullpunkt der
Zirkoniumkonzentration fir die Eichkurve gesetzt. Die Absorption jeder Zirkonium-Eichlésung
(5.3.1) wird gemessen. Man zeichnet eine Eichkurve, die den Zusammenhang zwischen
Absorptionswerten und Zirkoniumkonzentration aufzeigt.

5.4.Bestimmung
Die Absorption der Probenlésung (5.1.4) wird gemessen. Aus der Eichkurve liest man die
zugehorige Zirkoniumkonzentration ab.
Berechnung
Der Zirkoniumgehalt der Probe in Massenprozent wird nach folgender Formel berechnet:

c
% (m/m) Zirkonium = 20X
Dabei ist:
m = Masse der zu analysierenden Probe (5.1.1) in Gramm; und
c= die aus der Eichkurve abgelesene Zirkoniumkonzentration in der Probenldsung (5.1.4)

in Mikrogramm je Milliliter.
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7. Wiederholbarkeit (%)

Bei einem Zirkoniumgehalt von 3,00 % (m/m) diirfen die Ergebnisse zweier parallel laufender
Bestimmungen an derselben Probe nicht mehr als 0,10 % (m/m) voneinander abweichen.

8. Anmerkungen

Statt der Atomabsorptionsspektroskopie kann auch eine ICP-Emissionsspektroskopie
durchgefiihrt werden.

C. Bestimmung von Aluminium

1. Zweck und Anwendungsbereich

Diese Methode eignet sich zur Bestimmung von Aluminium in Aluminium-Zirkonium-Chlorid-
Hydroxid-Komplexen bis zu einer Hochstkonzentration von 12 % (m/m) Aluminium in
nichtaerosolférmigen Antitranspirantien.

2. Kurzbeschreibung

Aluminium wird unter sauren Bedingungen aus dem Produkt extrahiert und mit Hilfe der
Atomabsorptionsspektroskopie bestimmt.

3. Reagenzien
Alle Reagenzien miissen analysenrein sein.
3.1. Salzséure, konzentriert (dyo = 1,18 g/ml).

3.2. Salzséureldsung 1 % (v/v): zu 500 ml Wasser werden in einem Becherglas unter standigem
Ruhren 10 ml konzentrierte Salzsdure (3.1) gegeben. Die Losung wird in einen 1-I-MeRkolben
geschuttet und bis zur Marke mit Wasser aufgefullt.

3.3. Aluminium-MaRlésung, 1000 p g/ml in 0,5 M Salpetersiurelosung (,,SpektrosoL“ oder
gleichwertiges).

3.4. Kaliumchloridreagenz: 10,0 g Kaliumchlorid werden in 250 ml 1%iger (v/v) Salzs&urelésung
(3.2) gelost.

4. Gerate
4.1. Normale Laborausstattung.
4.2. Atomabsorptionsspektrometer mit Aluminium-Hohlkathodenlampe.
5. Arbeitsvorschrift
5.1.Vorbereitung der Probe
Zur Bestimmung des Aluminiumgehalts wird die gemafR B 5.1.3 zubereitete Losung verwendet.

5.1.1. In einen 100-ml-MeRkolben werden 5,00 ml der Probenlésung (B 5.1.3) und 10,00 mi
Kaliumchloridreagenz (3.4) pipettiert. Die Losung wird mit 1%iger (v/v) Salzséureldsung (3.2)
bis zur Marke aufgefullt und vermischt.

5.2.Bedingungen fir die Atomabsorptionsspektroskopie
Flamme: Distickstoffoxid/Acetylen,
Wellenlénge: 309,3 nm
Untergundkorrektur: nein,
Brennstoff: reich; fiir maximale Absorption missen Brennerhdhe und Brennstoff optimiert
werden.
5.3.Eichung

5.3.1. Von der Aluminium-Mallésung (3.3) werden 1,00, 2,00, 3,00, 4,00 und 5,00 ml in eine Reihe
von 100-ml-MeRkolben pipettiert. In jeden MelRkolben werden 10,00 ml Kaliumchloridreagenz
(3.4) pipettiert. Die Loésungen werden mit 1%iger (v/v) Salzsdurelésung (3.2) zur Marke
aufgefullt und vermischt. Sie enthalten 10, 20, 30, 40 und 50 pg Aluminium je Milliliter.

Auf die gleiche Weise wird eine Blindlésung ohne Aluminium-MaRIdsung zubereitet.

5.3.2. Die Absorption der Blindlésung (5.3.1) wird gemessen und der erhaltene Wert als Nullpunkt der
Aluminiumkonzentration fur die Eichkurve gesetzt. Die Absorption jeder Aluminiumeichlésung
wird gemessen. Man zeichnet eine Eichkurve, die den Zusammenhang zwischen
Absorptionswerten und Aluminiumkonzentration aufzeigt.

5.4.Bestimmung
Die Absorption der Probenldsung (5.1.1) wird gemessen. Aus der Eichkurve liest man die
zugehorige Aluminiumkonzentration ab.
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6. Berechnung
Der Aluminiumgehalt der Probe in Massenprozent wird nach folgender Formel berechnet:

% (m/m) Aluminium = —
5Xxm
Dabei ist:
m = Masse der zu analysierenden Probe (B. 5.1.1) in Gramm; und
c= die aus der Eichkurve abgeleseneAluminiumkonzentration in der Probenldsung (5.1.1)

in Mikrogramm je Milliliter.
7. Wiederholbarkeit (*)

Bei einem Aluminiumgehalt von 3,5 % (m/m) dirfen die Ergebnisse zweier parellel laufender
Bestimmungen an derselben Probe nicht mehr als 0,10 % (m/m) voneinander abweichen.

8. Anmerkungen

Statt der Atomabsorptionsspektroskopie kann auch eine ICP-Emissionsspektroskopie
durchgefiihrt werden.

D. Bestimmung von Chlor

1. Zweck und Anwendungsbereich

Diese Methode eignet sich zur Bestimmung von Chlor, das als Chlorid-lon in Aluminium-
Zirkonium-Chlorid-Hydroxid-Komplexen in nichtaerosolférmigen Antitranspirantien vorliegt.

2. Kurzbeschreibung

Der Chloridgehalt im Produkt wird durch potentiometrische Titration mit Hilfe von Silbernitrat-
MaRlésung bestimmt.

3. Reagenzien
Alle Reagenzien missen analysenrein sein.
3.1. Salpeterséure, konzentriert (dyo = 1,42 g/ml).

3.2. Salpetersdureldsung, 5 % (v/v): zu 250 ml Wasser werden in einem Becherglas unter standigem
Ruhren 25 ml konzentrierte Salpetersdure (3.1) gegeben. Die Ldsung wird in einen 500-ml-
MeRkolben geschittet und bis zur Marke mit Wasser aufgefilit.

3.3. Aceton.

3.4. Silbernitrat, 0,1 M MaBlosung (,,AnalaR* oder gleichwertiges).
4. Geréte

4.1. Normale Laborausstattung.

4.2. Heizplatte mit Magnetriihrer.

4.3. Silberelektrode.

4.4. Calomel-Bezugselektrode.

4.5. pH/Millivoltmeter, das fiir potentiometrische Titration geeignet ist.
5. Arbeitsvorschrift

5.1. Vorbereitung der Probe

5.1.1. Ungefahr 1,0 g (m Gramm) einer homogenen Probe des Produkts werden in ein 250-ml-
Becherglas sorgféltig eingewogen. Man fugt 80 ml Wasser und 20 ml 5%ige (v/v)
Salpetersaureldsung (3.2) hinzu.

5.1.2. Das Becherglas wird auf eine Heizplatte mit Magnetfiihrer (4.2) gestellt. Der Inhalt wird unter
Ruhren zum Kochen gebracht. Um schnelles Austrocknen zu verhindern, wird das Becherglas
mit einem Uhrglas abgedeckt. Nach 5minitigem Kochen wird das Becherglas von der
Heizplattegenommen und auf Raumtemperatur abgekuhlt.

5.1.3. Man fugt 10 ml Aceton (3.3) hinzu, taucht die Elektroden (4.3 und 4.4) in die L6ésung und
beginnt zu rdhren. Man titriert potentiometrisch mit 0,1 M Silbernitratldsung (3.4) und zeichnet
eine Differentialkurve zur Bestimmung des Endpunkts (V ml).

6. Berechnung

Der Chlorgehalt der Probe in Massenprozent wird nach folgender Formel berechnet:

0,3545 x V
% (m/m) Chlor = ——
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Dabei ist:
m = Masse der zu analysierenden Probe (5.1.1) in Gramm; und
V = Volumen des bis zum Endpunkt der Titration (5.1.3) verbrauchten 0,1 M Silbernitrats
in Milliliter.
Wiederholbarkeit (%)

Bei einem Chlorgehalt von 4% (m/m) durfen die Ergebnisse zweier parallel laufender
Bestimmungen an derselben Probe nicht mehr als 0,10 % (m/m) voneinander abweichen.

E. Berechnung des Verhaltnisses von Aluminiumatomen zu Zirkoniumatomen sowie von
Aluminium- und Zirkoniumatomen zu Chloratomen

1. Berechnung des Verhéltnisses von Aluminiumatomen zu Zirkoniumatomen
Das Al: Zr-Verhaltnis wird nach folgender Formel berechnet:
Al% (m/m) x 91,22
Zr % (m/m) X 26,98
2. Berechnung des Verhaltnisses von Aluminium- und Zirkoniumatomen zu Chloratomen
Das (Al + Zr): ClI-Verhaltnis wird nach folgender Formel berechnet:
Al% (m/m)  Zr % (m/m)
26,98 91,22

Cl% (m/m)
35,45

Al: Zr-Verhiltnis =

(Al + Zr) : Cl-Verhiltnis =

(1) 1ISO 5725.
Anlage 35

NACHWEIS UND BESTIMMUNG VON HEXAMIDEN, DIBROMHEXAMIDIN,
DIBROMPROPAMIDIN UND CHLORHEXIDIN

1. Zweck und Anwendungsbereich
Diese Methode beschreibt ein Verfahren zum Nachweis und zur Bestimmung von
— Hexamidin und dessen Salzen einschlieBlich Isethionat und p-Hydroxybenzoat,
— Dibromhexamidin und dessen Salzen einschliellich Isethionat,
— Dibrompropamidin und dessen Salzen einschlieBlich Isethionat,
— Chlorhexidindiacetat, -digluconat und -dihydrochlorid
in kosmetischen Erzeugnissen.

2. Definition

Der nach diesem Verfahren ermittelte Gehalt an Hexamidin, Dibromhexamidin,
Dibrompropamidin und Chlorhexidin wird in Massenprozent (% m/m) des Erzeugnisses
angegeben.

3. Kurzbeschreibung

Die qualitative und quantitative Bestimmung erfolgt mit Hilfe der lonenpaar-HPLC mit reverser
Phase und nachfolgender  UV-Spektrophotometrie.  Hexamidin,  Dibromhexamidin,
Dibrompropamidin und Chlorhexidin werden Uber ihre Retentionszeit nachgewiesen.

4. Reagenzien
Alle Reagenzien missen analysenrein und, wo erforderlich, fur die HPLC geeignet sein.
4.1. Methanol.
4.2. Natriumsalz der 1-Heptansulfonsdure, Monohydrat.
4.3. Essigsaure (Eisessig, dy = 1,05 g/ml).
4.4. Natriumchlorid.
4.5. FlieRmittel (Mobile Phase).
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4.5.1. Eluent I: 0,005 M Ldsung des Natriumsalzes der 1-Heptansulfonséure (4.2) in Methanol (4.1),
mit Essigsaure (4.3) auf einen scheinbaren pH-Wert von 3,5 eingestellt.

4.5.2. Eluent 1I: 0,005 M walrige Losung des Natriumsalzes der 1-Heptansulfonséure (4.2), mit
Essigsaure (4.3) auf einen pH-Wert von 3,5 eingestellt.
Bemerkung: Die Eluenten | und Il kdnnen erforderlichenfalls zur Verbesserung der
Peakform modifiziert und wie folgt hergestellt werden:

— Eluent I: 5,84 g Natriumchlorid (4.4) und 1,1013 g des Natriumsalzes der
1-Heptansulfonséure (4.2) werden in 100 ml Wasser geldst. Nach Zusatz von
900 ml Methanol (4.1) wird die Mischung mit Essigsdure (4.3) auf einen
scheinbaren pH-Wert von 3,5 eingestellt.

— Eluent 1I: 5,84 g Natriumchlorid (4.4) und 1,1013 g des Natriumsalzes der
1-Heptansulfonsaure (4.2) werden in 1 Liter Wasser geldst und mit Essigsaure
(4.3) auf einen pH-Wert von 3,5 eingestelit.

4.6. Hexamidindiisethionat [CyoH2sN40,-2C,Hg0,4S].

4.7. Dibromhexamidindiisethionat [CyoH,4BrN4O,-2C,H04S].
4.8. Dibrompropamidindiisethionat [C1;H13Br,N4O0,-2C,H0,4S].
4.9. Chlorhexidindiacetat [C22H30C|2N10'2C2H402].

4.10. Referenzlésungen: 0,05%ige (m/v) Losungen von jedem der vier Konservierungsmittel (4.6 bis
4.9) in Eluent | (4.5.1).

4.11. 3,4,4'-Trichlor-carbanilid (Triclocarban).
4.12. 4,4-Dichlor-3-trifluormethyl-carbanilid (Halocarban).
5. Gerate
5.1. Normale Laborausstattung.
5.2. Hochleistungsflissigkeitschromatograph mit UV-Detektor mit variabler Wellenlange.
5.3. Analytische Trennsdule.
Material: Edelstahl,
L&nge: 30 cm,
Innendurchmesser: 4 mm,
Aktiver Festkorper: u-Bondapak Cyg, 10 um, oder gleichwertiges Erzeugnis.
5.4. Ultraschallbad.
6. Nachweis
6.1. Vorbereitung der Probe

Ungefahr 0,5 g Probe werden in einen 10-ml-MeRkolben eingewogen und mit Eluent I (4.5.1) zur
Marke aufgefillt. Der MelRkolben wird 10 Minuten lang in ein Ultraschallbad (5.4) gestellt. Die
Mischung wird anschlieRend zentrifugiert oder durch ein Faltenfilter filtriert. Die Uberstehende
Flussigkeit bzw. das Filtrat wird fiir den Nachweis verwendet.

6.2. Chromatographie

6.2.1. Gradientenprogramm:

Zeit Eluent | Eluent Il
(Minuten) (4.5.1) (% viv) (4.5.2) (% viv)
0 50 50
15 65 35
30 65 35
45 50 50

6.2.2. Volumenstrom der mobilen Phase (6.2.1): 1,5 ml/min, S&ulentemperatur: 35 °C.

6.2.3. Detektionswellenlange: 264 nm.

6.2.4. 10 pl jeder Referenzldsung (4.10) werden injiziert und die Chromatogramme aufgezeichnet.
6.2.5. 10 pl der Probeldsung (6.1) werden injiziert und das Chromatogramm aufgezeichnet.

6.3. Durch Vergleich der Retentionszeiten der nach 6.2.5 aufgezeichneten Peaks mit den nach 6.2.4
ermittelten Retentionszeiten wird das Vorhandensein von Hexamidin, Dibromhexamidin,
Dibrompropamidin bzw. Chlorhexidin nachgewiesen.

7. Bestimmung
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7.1.

7.1.1.

7.1.2.

7.1.3.

7.2
7.2.1.

7.2.2.

7.3.
7.3.1.

7.3.2.

74.
7.4.1.

7.4.2.

7.4.3.

Herstellung der Standardlésungen

Als innerer Standard wird eines der Konservierungsmittel (4.6 bis 4.9), das in der Probe nicht
vorhanden ist, verwendet. Ist dies nicht mdglich, kann Triclocarban (4.11) oder Halocarban
(4.12) verwendet werden.

0,05%ige (m/v) Stammldsung des nach 6.3 identifizierten Konservierungsmittels in Eluent 1
(4.5.2).

0,05%ige (m/v) Stammldsung des als inneren Standard gewéhlten Konservierungsmittels in
Eluent | (4.5.1).

GemaR nachstehender Tabelle werden fir jedes identifizierte Konservierungsmittel vier
Standardlésungen hergestellt, indem die entsprechenden Volumina der Stammlésung des
identifizierten Konservierungsmittels (7.1.1) und der Stammldsung des inneren Standards (7.1.2)
in eine Serie von 10-ml-MefRkolben pipettiert und mit Eluent I (4.5.1) bis zur Marke aufgefillt
und gemischt werden.

Standard- Stammldsung des Stammldsung des identifizierten
l6sun inneren Standards Konservierungsmittels
g ml (7.1.2) ml (7.1.1) ug/ml (%)
| 1,0 0,5 25
1 1,0 1,0 50
1l 1,0 1,5 75
v 1,0 2,0 100

.Vorbereitung der Probe

Ungefahr 0,5 g der Probe (p Gramm) werden in einen 10-ml-MeRkolben genau eingewogen, mit
1,0 ml der L&sung des inneren Standards (7.1.2) und 6 ml Eluent | (4.5.1) versetzt und gemischt.

Die Mischung wird 10 Minuten in ein Ultraschallbad (5.4) gestellt und nach dem Abkihlen mit
dem Eluenten | (4.5.1) zur Marke aufgefillt und gemischt. Die Mischung wird anschlielend
zentrifugiert oder durch ein Faltenfilter filtriert. Die Uberstehende Flissigkeit bzw. das Filtrat
wird chromatographiert.

Chromatographie

Der Gradient und der Volumenstrom der mobilen Phase, die Saulentemperatur und die
Detektionswellenlédnge werden entsprechend den Bedingungen flr den Nachweis (6.2.1 bis 6.2.3)
eingestellt.

10 pul der Probeldsung (7.2.2) werden chromatographiert, die Peakflachen gemessen und das
Verhéltnis zwischen der Peakfldche des zu bestimmenden Konservierungsmittels und der
Peakflache des inneren Standards ermittelt. Die Wiederholbarkeit des MeRsignals wird durch
wiederholtes Chromatographieren tberpriift.

Eichung

10 pl jeder der vier Standardlésungen (7.1.3) werden chromatographiert und die Peakflachen
gemessen.

Fur jede Standardlésung (7.1.3) wird das Verhaltnis zwischen der Peakflache des Hexamidins,
des Dibromhexamidins, des Dibrompropamidins bzw. des Chlorhexidins und der Peakflache des
inneren Standards ermittelt.

Es wird eine Eichkurve gezeichnet, indem die Peakflachenverhéltnisse als Ordinate und die
entsprechenden Konzentrationen des zu bestimmenden Konservierungsmittels in der
Standardlésung in Mikrogramm je Milliliter als Abszisse aufgetragen werden.

Aus der Eichkurve (7.4.2) wird die Konzentration des zu bestimmenden Konservierungsmittels
abgelesen, die dem nach 7.3.2 ermittelten Peakflachenverhaltnis entspricht.

. Berechnung

Der Gehalt an Hexamidin, Dibromhexamidin, Dibrompropamidin oder Chlorhexidin in
Massenprozent (% m/m) der Probe wird nach folgender Formel berechnet:

o =
o (/M) = 35050 % p < Mw,

c = aus der Eichkurve abgelesene Konzentration des zu bestimmenden
Konservierungsmittels der Probelésung in Mikrogramm je Milliliter,

Einwaage der untersuchten Probe in Gramm (7.2.1),

p
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MW, Molmasse der basischen Form des zu bestimmenden Konservierungsmittels,

MW, = Molmasse des entsprechenden Salzes (siehe Abschnitt 10).
9. Wiederholbarkeit (*)

Bei einem Gehalt an Hexamidin, Dibromhexamidin, Dibrompropamidin oder Chlorhexidin von
0,1% (m/m) dirfen die Ergebnisse zweier an derselben Probe parallel durchgefihrter
Bestimmungen um nicht mehr als 0,005% (m/m) voneinander abweichen.

10. Molmassen

Hexamidin CyoH2N40O, 354,45
Hexamidindiisethionat CoH26N40,:2C,Hs0,4S 606,72
Hexamidin-bis (p-hydroxybenzoat) CuoH26N40,-2C;H05 630,71
Dibromhexamidin CyoH24Br:N4O, 512,24
Dibromhexamidindiisethionat CyoH24Br;N,0,-2C,Hg0,4S 764,51
Dibrompropamidin C17H1gBraN4O5 470,18
Dibrompropamidindiisethionat C17H18BroN40,-2C,Hg0,S 722,43
Chlorhexidin C,,H3CloNyg 505,45
Chlorhexidindiacetat CyoH3CIoN1-2C,H,0, 625,56
Chlorhexidindigluconat C,yH3CloN4p-2CsH1204 897,76
Chlorhexidindihydrochlorid CxH30CloNyo2HCI 578,37
(1) 1SO 5725.
Anlage 36

NACHWEIS UND BESTIMMUNG VON BENZOESAURE,
4-HYDROXYBENZOESAURE, SORBINSAURE, SALICYLSAURE UND
PROPIONSAURE IN KOSMETISCHEN MITTELN

1. Zweck und Anwendungsbereich

Diese Methode beschreibt ein Verfahren zum Nachweis und zur Bestimmung von Benzoesaure,
4-Hydroxybenzoeséure, Sorbinsdure, Salicylsdure und Propionsdure in kosmetischen Mitteln.
Die Methode gliedert sich in Verfahren

— zum Nachweis dieser Konservierungsstoffe,
— zur Bestimmung von Benzoesaure, 4-Hydroxybenzoeséure, Sorbinséure und Salicylséure,
— zur Bestimmung von Propionséure.

2. Definition

Der nach diesen Verfahren ermittelte Gehalt an Benzoesaure, 4-Hydroxybenzoesdure,
Sorbinséure, Salicylsdure und Propionsaure wird in Prozent (% m/m) an freier Saure angegeben.

A. NACHWEIS
1. Kurzbeschreibung

Im Anschlul an eine Sdure/Base-Extraktion der Konservierungsstoffe wird der Extrakt mittels
DC und Reaktionschromatographie (,,On-plate-Derivatisierung®) analysiert. In Abhéngigkeit
vom Ergebnis erfolgt eine Bestdtigung des Nachweises durch HPLC oder, im Fall von
Propionséure, durch GC.

2. Reagenzien

2.1. Alle Reagenzien missen analysenrein sein. Wasser mufl destilliert sein oder zumindest
gleichwertige Reinheit aufweisen.

2.2. Aceton

2.3. Diethylether
2.4. Acetonitril
2.5. Toluen

2.6. n-Hexan
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2.7.

2.8.

2.9.
2.10.
2.11.
2.12.
2.13.
2.14.
2.15.
2.16.
2.17.
2.18.

2.19.

2.20.

2.21.

2.22.

3.1.
3.2.
3.3.
3.4.

3.5.
3.6.
3.7.
3.8.
3.9.

3.10.
3.11.
3.12.
3.13.
. Durchfiuihrung

. Vorbereitung der Probe

4.1

Flussiges Paraffin
Salzséure, 4 M

Kalilauge, 4 M
Calciumchlorid, CaCl, - 2 H,O
Lithiumcarbonat, Li,CO4
2-Brom-2'-acetonaphthon
4-Hydroxybenzoeséure
Salicylséure

Benzoesaure

Sorbinsdure
Propionsédure
Vergleichslésungen

Jeweils 0,1%ige (m/V) Lésungen (100 mg/100 ml) der fiinf Konservierungsstoffe (2.13 bis 2.17)
im Diethylether.

Derivatisierungsreagenz

0,5%ige (m/V) Losung von 2-Brom-2'-acetonaphthon (2.12) in Acetonitril (2.4). Die Ldsung
mufR wochentlich frisch hergestellt und im Kihlschrank aufbewahrt werden.

Katalysator-L6sung

0,3%ige (m/V) Losung von Lithiumcarbonat (2.11) in Wasser (300 mg/100 ml). Diese Ldsung
muR frisch hergestellt werden.

FlieRmittel

Toluen (2.5)/Aceton (2.2), 20 + 0,5 (V + V)
Tauch-Losung

Flussiges Paraffin (2.7)/n-Hexan (2.6), 1 + 2 (V + V)

. Gerate

Normale Laborausstattung und

Wasserbad, auf 60 °C konstant einstellbar
Chromatographiekammer

UV-Lampe, 254 und 366 nm

DC-Fertigplatten (200 mm x 200 mm)

Sorbensschicht: Kieselgel 60 ohne Fluoreszenzindikator

Schichtdicke: 0,25 mm mit Konzentrierungszone 25 mm x 200 mm (Merck 11845 oder
gleichwertiges Erzeugnis)

Mikroliterspritze, 10 pl

Mikroliterspritze, 25 pl

Trockenschrank, bis auf 105 °C konstant einstellbar
Erlenmeyerkolben mit Schliffstopfen, 50 ml und 200 ml

Papierfilter, Durchmesser 90 mm (Schleicher und Schill, WeiBband Nr.5892, oder
gleichwertiges Erzeugnis)

Universal pH-Indikatorpapier, pH 1-11
Probenflaschchen, 5 ml
Rotationsverdampfer

Heizplatte

Ungefdhr 1,0 g der Probe wird in einen 50-ml-Erlenmeyerkolben (3.8) mit 4 Tropfen 4 M
Salzséure (2.8) und 40 ml Aceton (2.2) versetzt.

Bei stark basischen Erzeugnissen, wie Feinseife, werden 20 Tropfen 4 M Salzsdure (2.8)
hinzugefiigt. Der mit Indikatorpapier (3.10) gemessene pH-Wert soll ungeféhr 2 betragen.

Der Erlenmeyerkolben wird verschlossen und eine Minute lang kréftig geschittelt. Notfalls kann
die Mischung vorsichtig bis auf 60 °C erwérmt werden, damit die Fettphase schmilzt und die
Extraktion der Konservierungsstoffe in die Aceton-Phase erleichtert wird.
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Die Mischung wird auf Zimmertemperatur abgekuhlt und durch ein Papierfilter (3.9) filtriert.
20 ml des Filtrats werden in einen 200-ml-Erlenmeyerkolben (bergefiihrt, mit 20 ml Wasser
versetzt und gemischt. Mit 4 M Kalilauge (2.9) wird der pH-Wert der Mischung gegen
Idikatorpapier (3.10) auf ungefahr 10 eingestellt.

Nach Zusatz von 1 g Calciumchlorid (2.10) wird die Mischung kraftig geschattelt und danach
durch ein Papierfilter (3.9) in einen 250-ml-Scheidetrichter, der 75 ml Diethylether (2.3) enthalt,
filtriert. Die Mischung wird eine Minute lang kraftig geschdttelt. Nach der Phasentrennung wird
die waRrige Phase in einen weiteren 250-ml-Scheidetrichter abgelassen und die Etherphase
verworfen. Mit Hilfe von Indikatorpapier (3.10) wird der pH-Wert der wélrigen Losung mit 4 M
Salzséure (2.8) auf ungeféhr 2 eingestellt. Nach Zusatz von 10 ml Diethylether (2.3) wird die
Mischung eine Minute lang kréftig geschittelt. Nach der Phasentrennung wird die Etherphase in
einen Rotationsverdampfer (3.12) tbergefiihrt und die walrige Phase verworfen.

Die Etherphase wird fast zur Trockne eingedampft und der Riickstand in 1 ml Diethylether (2.3)
aufgenommen. Diese Lésung wird in ein Probenflaschchen (3.11) tibergefihrt.
4.2. DUnnschichtchromatographie

Entsprechend der Anzahl der zu chromatographierenden Vergleichs- und Probelésungen werden
auf die Startlinie in der Konzentrierungszone der Dinnschichtplatte in gleichen Abstanden je 3 ul
Lithiumcarbonatlosung  (2.20) mit einer  Mikroliterspritze (3.5) aufgetragen. Die
Diinnschichtplatte wird im Kaltluftstrom getrocknet und anschliefend auf eine 40 °C warme
Heizplatte (3.13) gelegt, damit beim nachfolgenden Auftragen der Losungen die Flecke
moglichst klein bleiben. Mit einer Mikroliterspritze (3.5) werden von jeder Vergleichsldsung
(2.18) und von der Probelosung (4.1) jeweils 10 p | exakt auf die Startflecke des
Lithiumcarbonats aufgetragen. Schlieflich werden mit der Mikroliterspritze (3.6) exakt auf diese
Startflecke jeweils etwa 15 pl Derivatisierungsreagenz (2.19) aufgetragen.
Die Dinnschichtplatte wird im Trockenschrank (3.7) 45 Minuten lang bei 80 °C erwarmt. Nach
dem Abkuhlen wird die Dunnschichtplatte in die vorher fir 15 Minuten mit dem FlieBmittel
(2.21) aquilibrierte Chromatographiekammer (3.2) (ohne Filterpapier) gestellt und bis zu einer
Hohe von 15 cm entwickelt (Zeitdauer etwa 80 Minuten).
Die Dinnschichtplatte wird im Kaltluftstrom getrocknet und im UV-Licht (3.3) betrachtet. Die
Fluoreszenz der schwachen Flecke kann durch Tauchen der Dinnschichtplatte in flissiges
Paraffin/n-Hexan (2.22) verstérkt werden.

5. Auswertung
Der R-Wert wird flr jeden Fleck berechnet. Die flr die Probeldsung erhaltenen Flecke werden
mit denen der Vergleichsldsungen im Hinblick auf ihre Re-Werte und ihr Verhalten im UV-Licht
verglichen.
Im Ergebnis dieses Vergleichs wird eine vorléufige SchlufRfolgerung gezogen, ob und welche
Konservierungsstoffe vorliegen.
Man flhrt die im folgenden Abschnitt B beschriebene HPLC oder, im Fall der Propionséure, die
im Abschnitt C beschriebene GC durch und vergleicht die Retentionszeiten der Probenpeaks mit
denen der Vergleichslésungen. Der Nachweis der Konservierungsstoffe wird abschlieRend durch
Kombination der Ergebnisse der DC und der HPLC bzw. GC gefihrt.

B. BESTIMMUNG VON BENZOESAURE, 4-HYDROXYBENZOESAURE, SORBINSAURE
UND SALICYLSAURE

1. Kurzbeschreibung

Nach dem Ansduern wird die Probe mit einer Mischung aus Ethanol und Wasser extrahiert. Nach
der Filtration wird der Gehalt an Konservierungsstoffen durch
Hochleistungsflissigkeitschromatographie (HPLC) bestimmt.

2. Reagenzien

2.1. Alle Reagenzien miissen analysenrein und, wo erforderlich, fur die HPLC geeignet sein. Wasser
muf destilliert sein oder zumindest gleichwertige Reinheit aufweisen.

2.2. Absolutes Ethanol

2.3. 4-Hydroxybenzoeséure

2.4. Salicylsaure

2.5. Benzoesdure

2.6. Sorbinsdure

2.7. Natriumacetat, CH;COONa - 3H,0
2.8. Essigsaure,
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2.9.
2.10.
2.11.
2.12.
2.13.

2.14.

2.15.
. Acetatpuffer: 6,35 g Natriumacetat (2.7) und 20,0 ml Essigsaure (2.8) werden in 1 | Wasser

2151

2.15.2.

2.16.

2.17.

3.1.
3.2.

3.3.

3.4.

3.5.
3.6.
3.7.

4.1
4.1.1.

02> = 1,05 g/ml

Acetonitril

Schwefelséure, 2 M

Kalilauge, 0,2 M

2-Methoxybenzoesaure

Ethanol/Wasser-Mischung

9 Volumenteile Ethanol (2.2) werden mit 1 Volumenteil Wasser (2.1) gemischt.
Losung des inneren Standards

Ungefahr 1 g 2-Methoxybenzoesdure (2.12) wird in 500 ml Ethanol/Wasser-Mischung (2.13)
gelost.

Mobile Phase

gelost.

Mobile Phase: 9 Volumenteile Acetatpuffer (2.15.1) und 1 Volumenteil Acetonitril (2.9) werden
gemischt.

Stammldsung der Konservierungsstoffe

Ungefahr 0,05 g 4-Hydroxybenzoesédure (2.3), 0,2 g Salicylsaure (2.4), 0,2 g Benzoesdure (2.5)
und 0,05 g Sorbinséure (2.6) werden in einen 50-ml-MeRkolben genau eingewogen und mit der
Ethanol/Wasser-Mischung (2.13) zur Marke aufgefullt. Die Lésung wird im Kuhlschrank
aufbewahrt und ist eine Woche lang haltbar.

Standardldsungen der Konservierungsstoffe

Von der Stammldsung (2.16) werden 8,00, 4,00, 2,00, 1,00 bzw. 0,50 ml in eine Reihe von
20-ml-MeRkolben pipettiert. Nach Zusatz von jeweils 10,00 ml der Lsung des inneren Standards
(2.14) mittels Pipette und 0,5ml 2 M Schwefelsdure (2.10) wird mit der Ethanol/Wasser-
Mischung (2.13) zur Marke aufgeftllt und gemischt. Die Lésungen sind frisch herzustellen.

. Gerate

Normale Laborausstattung und
Wasserbad, auf 60 °C konstant einstellbar

Hochleistungsflussigkeitschromatograph mit UV-Detektor mit variabler Wellenldnge und mit
10 ul-Probenschleife

Analytische Trennséule
Material: Edelstahl

Lénge: 12,5 bis 25 cm
Innendurchmesser: 4,6 mm

Aktiver Festkorper: Mit Octadecylgruppen modifiziertes Kieselgel (Nucleosil 5 C18 oder
gleichwertiges Erzeugnis)

Papierfilter, Durchmesser 90 mm (Schleicher und Schill, WeiBband Nr. 5892, oder
gleichwertiges Erzeugnis)

Erlenmeyerkolben, 50 ml
Probenfléschchen, 5 ml
Siedesteinchen (Karborund), Gréle 2 bis 4 mm, oder gleichwertiges Material

. Durchfiuihrung
. Vorbereitung der Probe

Vorbereitung der Probe ohne Zugabe des inneren Standards 1 g der Probe wird in einen 50-ml-
Erlenmeyerkolben (3.5) eingewogen. Nach Zusatz von 1,00 ml 2 M Schwefelséure (2.10) und
40,0 ml der Ethanol/Wasser-Mischung (2.13) sowie ungeféhr 1 g Siedesteinchen (3.7) wird der
verschlossene Kolben kréftig geschittelt, bis eine homogene Suspension entstanden ist,
mindestens jedoch 1 Minute. Zur Verbesserung der Extraktion wird der Kolben genau 5 Minuten
im Wasserbad (3.1) auf 60 °C erwdrmt. Danach wird der Kolben sofort unter flieRendem kaltem
Wasser abgekuhlt und anschliefend eine Stunde lang bei 5 °C aufbewahrt. Der Extrakt wird
durch ein Papierfilter (3.4) filtriert. Etwa 2 ml des Filtrats werden in ein Probenfl&schchen (3.6)
ubergefihrt und bei 5 °C aufbewahrt.

Die HPLC-Bestimmung ist innerhalb von 24 Stunden nach Herstellung der Probelésung
durchzufuhren.
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4.1.2. Vorbereitung der Probe unter Zugabe des inneren Standards

1g £ 0,1g (a Gramm) der Probe wird auf drei Dezimalstellen genau in einen 50-ml-
Erlenmeyerkolben (3.5) eingewogen. Nach Zusatz von 1,00 ml 2 M Schwefelséure (2.10) und
30,0 ml der Ethanol/Wasser-Mischung (2.13) sowie ungefahr 1 g Siedesteinchen (3.7) und
10,00 ml der Ldsung des inneren Standards (2.14) wird der verschlossene Kolben kraftig
geschittelt, bis eine homogene Suspension entstanden ist, mindestens jedoch 1 Minute. Zur
Verbesserung der Extraktion wird der Kolben genau 5 Minuten im Wasserbad (3.1) auf 60 °C
erwarmt. Danach wird der Kolben sofort unter flieRendem kaltem Wasser abgekihlt und
anschlieend eine Stunde lang bei 5 °C aufbewahrt. Der Extrakt wird durch ein Papierfilter (3.4)
filtriert. Etwa 2 ml des Filtrats werden in ein Probenflaschchen (3.6) Ubergefiihrt und bei 5 °C
aufbewahrt.

Die HPLC-Bestimmung ist innerhalb von 24 Stunden nach Herstellung der Probel6sung
durchzufiihren.

4.2. Hochleistungsfliissigkeitschromatographie
Bedingungen fiir die Chromatographie
Mobile Phase: Acetonitril/Acetatpuffer (2.15.2)
Volumenstrom der mobilen Phase: 2,0 ml/min + 0,5 ml/min
Detektionswellenlange: 240 nm
4.2.1. Kalibrierung

10 pl jeder der 5 Standardldsungen der Konservierungsstoffe (2.17) werden chromatographiert,
das Chromatogramm aufgezeichnet und die Peakhthen ermittelt.

Fur jede Standardlésung wird das Verhdltnis zwischen der Peakhthe des zu bestimmenden
Konservierungsstoffes und der des inneren Standards ermittelt. Es wird eine Kalibrierkurve
gezeichnet, indem das Peakhohenverhdltnis in Abhéangigkeit von der Konzentration des
Konservierungsstoffes aufgetragen wird, oder es wird die Regressionsgerade berechnet. Man
vergewissert sich, daf® sich flr die Standardlésungen eine lineare Kurve ergibt.
4.2.2. Bestimmung

Jeweils 10 ul der Probeldsung (4.1.1) und einer der Standardldsungen der Konservierungsstoffe
(2.17) werden chromatographiert und die Chromatogramme aufgezeichnet. Die
Chromatogramme der Probe- und der Standardldsung werden verglichen. Falls das
Chromatogramm der Probeldsung (4.1.1) keinen Peak mit der Rententionszeit des empfohlenen
inneren Standards 2-Methoxybenzoeséure zeigt, werden 10 u | der Probeldsung (4.1.2)
chromatographiert und das Chromatogramm aufgezeichnet.

Falls im Chromatogramm der Probelésung (4.1.1) ein storender Peak erscheint, der dieselbe
Retentionszeit wie 2-Methoxybenzoesdure aufweist, ist ein anderer geeigneter innerer Standard
zu waéhlen. Als innerer Standard kann einer der zu bestimmenden Konservierungsstoffe
verwendet werden, der nicht auf dem Chromatogramm der Probeldsung erscheint. Die
Chromatogramme der Standardlésung und der Probelésung sollen folgende Bedingungen
erfiillen:

— Peakauflésung: Die Peakauflésung soll mindestens 0,90 betragen (zur Definition der
Peakaufldsung siehe Abbildung 1).

bl

Abbildung 1: Peakauflésung
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5.

Falls die erforderliche Auflosung nicht erreicht wird, verwendet man entweder eine
leistungsfahigere Sédule oder verdndert die Zusammensetzung der mobilen Phase, bis die
Bedingung erfillt ist.

— Peakasymmetrie: Der Asymmetriefaktor AS soll zwischen 0,9 und 1,5 liegen (zur Definition
des Asymmetriefaktors siehe Abbildung 2). Bei der Aufzeichnung des Chromatogramms zur
Bestimmung der Peakasymmetrie sollte der Papiervorschub mindestens 2 cm/min betragen.

T
",

|
|

1

1 ! B,
| i

I

!

1

Abbildwg 2. Asymmetriefaktor Aq

— Basislinie: Die Basislinie sollte stabil sein.

Berechnung

Unter Verwendung der Verhéltnisse zwischen den Peakhéhen der zu bestimmenden
Konservierungsstoffe und der Peakhdhe der 2-Methoxybenzoeséure (innerer Standard) wird die
Konzentration der Konservierungsstoffe aus der Kalibrierkurve abgelesen bzw. aus der
Gleichung fir die Regressionsgerade berechnet. Der Gehalt an Benzoeséure,
4-Hydroxybenzoesdure, Sorbinsdure und Salicylsaure in Prozent (x;) der Probe wird nach
folgender Formel berechnet:

% _ 100-20-b _ b

X% (m/m) = —5e e “5000a

a=  Einwaage der untersuchten Probe (4.1.2) in Gramm

b= aus der Kalibrierkurve abgelesene Konzentration des Konservierungsstoffes in der

Probelésung (4.1.2) in Mikrogramm je Milliliter bzw. der aus der Gleichung fiir die
Regressionsgerade berechnete Wert

. Wiederholbarkeit ()

Bei einem 4-Hydroxybenzoesauregehalt von 0,40% (m/m) durfen die Ergebnisse zweier an
derselben Probe parallel durchgefihrter Bestimmungen um nicht mehr als 0,035% (m/m)
voneinander abweichen.

Bei einem Benzoesauregehalt von 0,50% (m/m) diirfen die Ergebnisse zweier an derselben Probe
parallel durchgefiihrter Bestimmungen um nicht mehr als 0,05% (m/m) voneinander abweichen.
Bei einem Salicylsauregehalt von 0,50% (m/m) durfen die Ergebnisse zweier an derselben Probe
parallel durchgeflhrter Bestimmungen um nicht mehr als 0,045% (m/m) voneinander abweichen.
Bei einem Sorbinsauregehalt von 0,60% (m/m) dirfen die Ergebnisse zweier an derselben Probe
parallel durchgeflhrter Bestimmungen um nicht mehr als 0,035% (m/m) voneinander abweichen.

. Bemerkungen
. Der Robustheitstest (ruggedness test) mit dieser Methode ergab, dal? die fur die Extraktion der

Konservierungsstoffe vorgeschriebene Menge an Schwefelsdure das Ergebnis beeinflussen kann
und die Einwaage der Probe in den angegebenen Grenzen erfolgen muRi.

. Falls erforderlich, kann eine geeignete Vorsdule verwendet werden.
. BESTIMMUNG VON PROPIONSAURE
. Zweck und Anwendungsbereich

Diese Methode bechreibt (Anm.: richtig: beschreibt) ein Verfahren zur Bestimmung von
Propionséure bis zu einer Hochstkonzentration von 2% (m/m) in kosmetischen Mitteln.
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2. Definition

Der nach diesem Verfahren ermittelte Gehalt an Propionsaure wird in Prozent (% m/m) des
Erzeugnisses angegeben.

3. Kurzbeschreibung

Nach Extraktion der Propionsdure aus dem Erzeugnis wird die Bestimmung mittels
Gaschromatographie unter Verwendung von 2-Methylpropionséure als innerer Standard
durchgefiihrt.

4. Reagenzien

Alle Reagenzien miissen analysenrein sein. Wasser muf3 destilliert sein oder zumindest
gleichwertige Reinheit aufweisen.

4.1. Ethanol, 96% (V/V)

4.2. Propionsaure

4.3. 2-Methylpropionsaure

4.4. Orthophosphorséure, 10% (m/V)
4.5. Propionsdure-Standardlésung

Ungeféhr 1,00 g (p Gramm) Propionséure wird genau in einen 50-ml-MeRkolben eingewogen
und mit Ethanol (4.1) zur Marke aufgefullt.

4.6. Losung des inneren Standards

Ungefahr 1,00 g (e Gramm) 2-Methylpropionsédure wird genau in einen 50-ml-MefRkolben
eingewogen und mit Ethanol (4.1) zur Marke aufgefulit.

5. Geréte

5.1. Normale Laborausstattung und

5.2. Gaschromatograph mit Flammenionisationsdetektor

5.3. Reagenzglas, 20 ml, mit Schliffstopfen

5.4. Wasserbad, auf 60 °C konstant einstellbar

5.5. 10-ml-Glasspritze mit Membranfiltereinheit, 0,45 um

6. Durchfiihrung
6.1. Vorbereitung der Probe
6.1.1. Vorbereitung der Probe ohne Zugabe des inneren Standards
1 g der Probe wird in ein Reagenzglas mit Schliffstopfen (5.3) eingewogen. Nach Zusatz von
0,50 ml Phosphorséure (4.4) und 9,5 ml Ethanol (4.1) wird das verschlossene Reagenzglas
kraftig geschittelt. Zur Verbesserung der Extraktion (Schmelzen der Fettphase) wird das
Reagenzglas 5 Minuten im Wasserbad (5.4) auf 60 °C erwérmt. Danach wird das Reagenzglas
sofort unter flieRendem kaltem Wasser abgekihlt. Ein Teil des Extraktes wird durch ein
Membranfilter (5.5) filtriert.
Das Filtrat ist am selben Tag zu chromatographieren.
6.1.2. Vorbereitung der Probe unter Zugabe des inneren Standards

19 =+ 0,1 g der Probe wird auf drei Dezimalstellen genau in ein Reagenzglas mit Schliffstopfen
(5.3) eingewogen. Nach Zusatz von 0,50 ml Phosphorsaure (4.4), 0,50 ml der Lésung des inneren
Standards (4.6) und 9 ml Ethanol (4.1) wird das verschlossene Reagenzglas kréftig geschdittelt.
Zur Verbesserung der Extraktion (Schmelzen der Fettphase) wird das Reagenzglas 5 Minuten im
Wasserbad (5.4) auf 60 °C erwarmt. Danach wird das Reagenzglas sofort unter flieRendem
kaltem Wasser abgekuhlt. Ein Teil des Extraktes wird durch ein Mebranfilter (5.5) filtriert.

Das Filtrat ist am selben Tag zu chromatographieren.
6.2. Bedingungen flr die Gaschromatographie
Folgende Betriebsbedingungen werden empfohlen:

Séule:
Material Edelstahl
Léange 2m
Innerer Durchmesser %" (~3 mm)
Fester Tréager Chromosorb W AW, 100-120 msh

Stationare Fliissigphase  10% Polyethylenglycol 20 000 fiir Sauren (SP™ 1000 oder
gleichwertiges Erzeugnis) und 1% H3;PO,
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Temperatur:
Injektor 200 °C
Sdule 120 °C
Detektor 200 °C
Trégergas:
Stickstoff

Volumenstrom: 25 ml/min
6.3. Chromatographie
6.3.1. Kalibrierung

In eine Reihe von 20-ml-MeRkolben werden 0,25, 0,50, 1,00, 2,00 bzw. 4,00 ml
Propionsdureldsung (4.5) pipettiert. Nach Zusatz von 1,00 ml der Ldsung des inneren Standards
(4.6) mittels Pipette wird mit Ethanol (4.1) zur Marke aufgefillt und gemischt. Diese Lésungen
enthalten e mg/ml 2-Methylpropionsaure als inneren Standard (dh. 1 mg/ml, wenn e = 1,000) und
p/4, p/2, p, 2p bzw. 4p mg/ml Propionsaure (dh. 0,25, 0,50, 1,00, 2,00 bzw. 4,00 mg/ml, wenn
p =1,000).

1 ul jeder dieser Standardlésungen wird chromatographiert, das Chromatogramm aufgezeichnet
und die Peakfladchen ermittelt.

Jede Losung wird dreimal chromatographiert und der Mittelwert fiir das Peakflachenverhaltnis
berechnet.

Es wird eine Kalibrierkurve gezeichnet, indem das Verhéltnis der Masse von Propionséure zu 2-
Methylpropionsdure als Abszisse und das Verhéltnis der entsprechenden Peakfléche als Ordinate
aufgetragen werden, oder es wird die Regressionsgerade berechnet.

6.3.2. Bestimmung

Jeweils 1 p | der Probelésung (6.1.1) und einer der Standardlosungen (6.3.1) werden
chromatographiert und die Chromatogramme aufgezeichnet.

Die Chromatogramme der Probe- und der Standardlésungen werden verglichen. Falls das
Chromatogramm der Probelésung einen Peak mit etwa der gleichen Retentionszeit wie 2-
Methylpropionséure aufweist, ist ein anderer innerer Standard zu verwenden. Wenn Kkeine
Interferenz beobachtet wird, wird 1 pl der Probelésung (6.1.2) chromatographiert, das
Chromatogramm aufgezeichnet und die Peakflachen der Propionsdure und des inneren Standards
ermittelt.

Die Probelésung wird dreimal chromatographiert und der Mittelwert fiur das
Peakflachenverhéltnis berechnet.

7. Berechnung

7.1. Aus der Kalibrierkurve (6.3.1) wird das Verhdltnis der Masse (K) abgelesen bzw. aus der
Gleichung flr die Regressionsgerade berechnet, das dem gemal 6.3.2 berechneten
Peakflachenverhaltnis entspricht.

7.2. Der Propionséuregehalt in Prozent (X) der Probe wird unter Verwendung des ermittelten
Masseverhéltnisses nach folgender Formel berechnet:

% (m/ _K0,5-100-e_Ke

x % (m/m) 50ca  a

K= nach 7.1 ermitteltes Masserverhaltnis (Anm.: richtig: Masseverhaltnis)
a=  Einwaage der untersuchten Probe (6.1.2) in Gramm

e=  Einwaage des inneren Standards (4.6) in Gramm
Das Ergebnis wird auf eine Stelle nach dem Komma gerundet angegeben.
8. Wiederholbarkeit ()

Bei einem Propionsduregehalt von 2% (m/m) dirfen die Ergebnisse zweier an derselben Probe
parallel durchgefiihrter Bestimmungen um nicht mehr als 0,12% (m/m) voneinander abweichen.

(1) 1SO 5725.
Anlage 37
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NACHWEIS UND BESTIMMUNG VON HYDROCHINON,
HYDROCHINONMONOMETHYLETHER, HYDROCHINONMONOETHYLETHER
UND HYDROCHINONMONOBENZYLETHER IN KOSMETISCHEN MITTELN

A. NACHWEIS
1. Zweck und Anwendungsbereich

Diese  Methode beschreibt ein  Verfahren zum Nachweis von  Hydrochinon,
Hydrochinonmonomethylether, Hydrochinonmonoethylether und Hydrochinonmonobenzylether
(Monobenzon) in kosmetischen Mitteln zur Aufhellung der Haut (Hautbleichmittel)

2. Kurzbeschreibung
Hydrochinon und seine Ether werden mittels Diinnschichtchromatographie (DC) nachgewiesen.
3. Reagenzien
Alle Reagenzien miissen analysenrein sein.
3.1. Ethanol, 96% (V/V)
3.2. Chloroform
Warnung:

Gefahr ernster Gesundheitsschdden bei langerer Exposition durch Einatmen und durch
Verschlucken. Reizt die Haut. Irreversibler Schaden mdéglich.

Hinweis:
Chloroform kann ohne Beeinflussung der Trennleistung des chromatographischen Systems durch
Dichlormethan ersetzt werden.

3.3. Diethylether

3.4. FlieRmittel: Chloroform/Diethylether, 66 + 33 (V + V)

3.5. Ammoniak-Lo6sung, 25% (m/m)

(02> = 0,91 g/ml)

3.6. Ascorbinséure
3.7. Hydrochinon
3.8. Hydrochinonmonomethylether
3.9. Hydrochinonmonoethylether
3.10. Hydrochinonmonobenzylether (Monobenzon)
3.11. Vergleichslésungen
Die Vergleichsldsungen sind frisch herzustellen; sie sind einen Tag lang haltbar.

3.11.1. 0,05 g Hydrochinon (3.7) werden in ein graduiertes 10-ml-Reagenzglas eingewogen. Nach
Zusatz von 0,259 Ascorbinsdure (3.6) und 5ml Ethanol (3.1) wird die Mischung mit
Ammoniakldsung (3.5) auf einen pH-Wert von 10 eingestellt. Anschliefend wird die Mischung
mit Ethanol (3.1) zu 10 ml aufgefullt.

3.11.2. 0,05 g Hydrochinonmonomethylether (3.8) werden in ein graduiertes 10-ml-Reagenzglas
eingewogen. Nach Zusatz von 0,25 g Ascorbinsaure (3.6) und 5 ml Ethanol (3.1) wird die
Mischung mit Ammoniaklésung (3.5) auf einen pH-Wert von 10 eingestellt. AnschlieRend wird
die Mischung mit Ethanol (3.1) zu 10 ml aufgeflit.

3.11.3. 0,05 g Hydrochinonmonoethylether (3.9) werden in ein graduiertes 10-ml-Reagenzglas
eingewogen. Nach Zusatz von 0,25 g Ascorbinsdure (3.6) und 5 ml Ethanol (3.1) wird die
Mischung mit Ammoniakldsung (3.5) auf einen pH-Wert von 10 eingestellt. AnschlieBend wird
die Mischung mit Ethanol (3.1) zu 10 ml aufgefulit.

3.11.4. 0,05 g Hydrochinonmonobenzylether (3.10) werden in ein graduiertes 10-ml-Reagenzglas
eingewogen. Nach Zusatz von 0,25 g Ascorbinsdure (3.6) und 5 ml Ethanol (3.1) wird die
Mischung mit Ammoniakldsung (3.5) auf einen pH-Wert von 10 eingestellt. AnschlieBend wird
die Mischung mit Ethanol (3.1) zu 10 ml aufgefullt.

3.12. Silbernitrat

3.13. 12-Molybdatophosphorsaure
3.14. Kaliumhexacyanoferrat (111)
3.15. Eisen (I11)-chlorid-hexahydrat
3.16. Sprihreagenzien
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3.16.1. Einer 5%igen (m/V) wéRrigen Losung von Silbernitrat (3.12) wird Ammoniak-Ldsung (3.5)
hinzugefiigt, bis sich der gebildete Niederschlag wieder aufldst.

Warnhinweis:

Bei ldngerem Stehen bilden sich explosive Verbindungen. Die Losung ist daher nach Gebrauch
zu verwerfen.

3.16.2. 10%ige (m/V) Ldsung von 12-Molybdatophosphorséure (3.13) in Ethanol (3.1).
3.16.3. Losung 1: 1%ige (m/V) walrige Losung von Kaliumhexacyanoferrat (111) (3.14)
Ldsung 2: 2%ige (m/V) walrige Lésung von Eisen (I11)-chlorid (3.15)
Unmittelbar vor Gebrauch werden gleiche VVolumina der Lésungen 1 und 2 gemischt.
4. Geréate
Normale Laborausstattung und
4.1. Ubliche Ausriistung zur Diinnschichtchromatographie
4.2. DC-Fertigplatten (200 mm x 200 mm)

Sorbensschicht:  Kieselgel 60 mit Fluoreszenzindikator 254 nm

Schichtdecke: 0,25 mm
4.3. Ultraschallbad
4.4, Zentrifuge
4.5. UV-Lampe, Wellenlédnge 254 nm
5. Durchfuhrung
5.1. Vorbereitung der Probe

3,0 g der Probe werden in ein graduiertes 10-ml-Reagenzglas eingewogen. Nach Zusatz von
0,25 g Ascorbinséure (3.6) und 5 ml Ethanol (3.1) wird die Mischung mit Ammoniakl6sung (3.5)
auf einen pH-Wert von 10 eingestellt. Anschliefend wird die Mischung mit Ethanol (3.1) zu
10 ml aufgefullt. Das Reagenzglas wird verschlossen und der Inhalt im Ultraschallbad 10 min
homogenisiert. Die Mischung wird durch ein Papierfilter filtriert oder bei 3000 U/min
zentrifugiert.

5.2. Dlinnschichtchromatographie
5.2.1. Die Chromatographiekammer wird mit dem Fliemittel (3.4) geséttigt.

5.2.2.Je 2 ul der Vergleichslosungen (3.11) und 2 pl der Probelosung (5.1) werden auf die
Dunnschichtplatte aufgetragen. Die Diinnschichtplatte wird bei Raumtemperatur und unter
Lichtschutz bis zu einer Héhe von 150 mm entwickelt.

5.2.3. Die Dunnschichtplatte wird der Kammer entnommen und bei Raumtemperatur aufbewahrt, bis
das Fliemittel verdunstet ist.

5.3. Detektion

5.3.1. Die Dinnschichtplatte wird im ultravioletten Licht der Wellenldnge 254 nm betrachtet; die
Flecke werden markiert.

5.3.2. AnschlieBend wird die Diinnschichtplatte bespriiht entweder mit
— dem Silbernitrat-Reagenz (3.16.1) oder
— dem 12-Molybdatophosphorséure-Reagenz (3.16.2) und auf etwa 120 °C erhitzt oder
— der Mischung aus Kaliumhexacyanoferrat(l11)-Lésung und Eisen(l11)-chlorid-Lésung (3.16.3).
6. Auswertung
Der R-Wert wird flr jeden Fleck berechnet.

Die fir die Probeldsung erhaltenen Flecke werden mit denen der Vergleichslésungen im Hinblick
auf ihre R~Werte, die Farbe der Flecke im UV-Licht und die Farben der Flecke nach
Sichtbarmachung mit dem Spruhreagenz verglichen. Man fiihrt die im folgenden Abschnitt B
beschriebene HPLC durch und vergleicht die Retentionszeiten der Probenpeaks mit denen der
Vergleichslésungen.

Der Nachweis von Hydrochinon und seiner Ether wird durch Kombination der Ergebnisse der
DC und der HPLC gefhrt.

7. Bemerkungen
Unter den angegebenen Bedingungen wurden folgende R¢-Werte ermittelt:

Hydrochinon 0,32
Hydrochinonmonomethylether 0,53
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Hydrochinonmonoethylether 0,55

Hydrochinonmonobenzylether 0,58
B. BESTIMMUNG
1. Zweck und Anwendungsbereich
Diese Methode beschreibt ein  Verfahren zur Bestimmung von Hydrochinon,
Hydrochinonmonomethylether, Hydrochinonmonoethylether und Hydrochinonmonobenzylether
(Monobenzon) in kosmetischen Mitteln zur Aufhellung der Haut (Hautbleichmittel).
2. Kurzbeschreibung
Die Probe wird mit einer Wasser/Methanol-Mischung extrahiert, wobei durch schwaches
Erwédrmen das Schmelzen etwaig vorhandener Fette gewahrleistet wird. Die Bestimmung der
Analyten im Extrakt erfolgt durch Hochleistungsfliissigkeitschromatographie mit reverser Phase
und UV-Detektion.
3. Reagenzien
3.1. Alle Reagenzien missen analysenrein sein. Wasser mufl destilliert sein oder zumindest
gleichwertige Reinheit aufweisen.
3.2. Methanol
3.3. Hydrochinon
3.4. Hydrochinonmonomethylether
3.5. Hydrochinonmonoethylether
3.6. Hydrochinonmonobenzylether (Monobenzon)
3.7. Tetrahydrofuran fir die HPLC
3.8. Wasser/Methanol-Mischung 1 + 1 (V + V): 1 Volumenteil Wasser und 1 Volumenteil Methanol
(3.2) werden gemischt.
3.9. Mobile Phase: Tetrahydrofuran/Wasser-Mischung 45 + 55 (V + V). 45 Volumenteile
Tetrahydrofuran (3.7) und 55 Volumenteile Wasser werden gemischt.
3.10. Standardlésung
0,06 g  Hydrochinon (3.3), 0,08g Hydrochinonmonomethylether  (3.4), 0,109
Hydrochinonmonoethylether (3.5) und 0,12 g Hydrochinonmonobenzylether (3.6) werden in
einen 50-ml-Melkolben genau eingewogen, in Methanol (3.2) geldst und anschlieBend mit
Methanol zur Marke aufgefllt. 10,00 ml dieser Stammldsung werden mit der Wasser/Methanol-
Mischung (3.8) zu 50,00 ml verdinnt.
Die Ldsungen sind frisch herzustellen.
4. Gerate
Normale Laborausstattung und
4.1. Wasserbad, auf 60 °C konstant einstellbar
4.2. Hochleistungsflussigkeitschromatograph mit UV-Detektor mit variabler Wellenldnge und mit
10 pl-Probenschleife
4.3. Analytische Trennsdule
Material: Edelstahl
Lange: 25 cm
Innendurchmesser: 4,6 mm
Aktiver Festkorper: Zorbax Phenyl (6 p m) oder gleichwertiges Erzeugnis (mit
Phenylalkylgruppen modifiziertes Kieselgel und end-capped mit Trimethylchlorsilan)
Falls eine Vorsdule verwendet wird, muf3 sie die gleichen Eigenschaften wie die Trennsdule
besitzen.
4.4. Papierfilter, Durchmesser 90 mm (Schleicher und Schill, Weilband Nr. 5892, oder
gleichwertiges Erzeugnis)
5. Durchfiihrung
5.1. Vorbereitung der Probe

19+ 0,19 (a Gramm) der Probe wird auf drei Dezimalstellen genau in einen 50-ml-MeRkolben
eingewogen. Nach Zusatz von 25ml der Wasser/Methanol-Mischung (3.8) wird der
verschlossene Kolben mindestens 1 Minute kréftig geschiittelt, bis eine homogene Suspension
erhalten wird. Zur Verbesserung der Extraktion wird der Kolben im Wasserbad (4.1) auf 60 °C
erwarmt. Nach dem Abkihlen wird mit der Wasser/Methanol-Mischung (3.8) zur Marke
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aufgefullt. Die Mischung wird durch ein Papierfilter (4.4) filtriert. Die HPLC-Bestimmung ist
innerhalb von 24 Stunden nach Herstellung der Probelésung durchzufiihren.

5.2. Hochleistungsflissigkeitschromatographie
5.2.1. Bedingungen fir die Chromatographie
Volumenstrom der mobilen Phase (3.9): 1,0 ml/min
Detektionswellenlange: 295 nm

5.2.2. 10 pl der Probelésung (5.1) werden chromatographiert, das Chromatogramm aufgezeichnet und
die Peakflachen ermittelt.

Die Kalibrierung wird, wie unter 5.2.3 beschrieben, durchgefiihrt.
Die Chromatogramme der Probe- und der Standardlésung werden verglichen.

Unter Verwendung der Peakflachen und des gemaR Abschnitt 5.2.3 ermittelten Responsefaktors
(RF) wird der Gehalt der Analyten in der Probeldsung berechnet.

5.2.3. Kalibrierung

10 pl der Standardlésung (3.10) werden chromatographiert, das Chromatogramm aufgezeichnet
und die Peakfldchen ermittelt.

Die Wiederholbarkeit des MeRsignals wird durch wiederholtes Chromatographieren tberpriift.
Der Responsefaktor RF;,wird wie folgt berechnet:

_n
RF, = o
pi= Peakflache fir Hydrochinon, Hydrochinonmonomethylether,

Hydrochinonmonoethylether oder Hydrochinonmonobenzylether

Konzentration (g/50 ml) von Hydrochinon, Hydrochinonmonomethylether,

Hydrochinonmonoethylether oder Hydrochinonmonobenzylether in der Standardlésung

(3.10)

Die Chromatogramme der Standardlésung und der Probelésung sollen folgende Bedingungen

erfillen:

— Peakauflosung: Die Peakauflésung soll mindestens 0,90 betragen (zur Definition der
Peakaufldsung siehe Abbildung 1).

G

5 [

I

Abbiddung 1: Peakauflosung

Falls die erforderliche Auflésung nicht erreicht wird, verwendet man entweder eine

leistungsfahigere Sdule oder verdndert die Zusammensetzung der mobilen Phase, bis die

Bedingung erfullt ist.

— Peakasymmetrie: Der Asymmetriefaktor AS soll zwischen 0,9 und 1,5 liegen (zur Definition
des Asymmetriefaktors siehe Abbildung 2). Bei der Aufzeichnung des Chromatogramms zur
Bestimmung der Peakasymmetrie sollte der Papiervorschub mindestens 2 cm/min betragen.
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dbtvidieng 20 Asymmctriclakior Ag

— Basislinie: Die Basislinie sollte stabil sein.
6. Berechnung
Der Gehalt des/der Analyten in Prozent (x;) der Probe wird anhand der Peakfldchen nach
folgender Formel berechnet:
b; - 100

x; % (m/m) = RF - a

Einwaage der untersuchten Probe in Gramm
b; Peakflache des Analyten i in der Probeldsung

RF; Responsefaktor nach 5.2.3
7. Wiederholbarkeit (%)

7.1. Bei einem Hydrochinongehalt von 2,0% (m/m) durfen die Ergebnisse zweier an derselben Probe
parallel durchgefiihrter Bestimmungen um nicht mehr als 0,13% (m/m) voneinander abweichen.

7.2. Bei einem Hydrochinonmonomethylethergehalt von 1,0% (m/m) dirfen die Ergebnisse zweier an
derselben Probe parallel durchgefuhrter Bestimmungen um nicht mehr als 0,1% (m/m)
voneinander abweichen.

7.3. Bei einem Hydrochinonmonoethylethergehalt von 1,0% (m/m) dirfen die Ergebnisse zweier an
derselben Probe parallel durchgefiihrter Bestimmungen um nicht mehr als 0,11% (m/m)
voneinander abweichen.

7.4. Bei einem Hydrochinonmonobenzylethergehalt von 1,0% (m/m) dirfen die Ergebnisse zweier an
derselben Probe parallel durchgefiihrter Bestimmungen um nicht mehr als 0,11% (m/m)
voneinander abweichen.

8. Vergleichbarkeit (*)

8.1. Bei einem Hydrochinongehalt von 2,0% (m/m) dirfen die Ergebnisse zweier an derselben Probe
unter Vergleichsbedingungen (verschiedene Laboratorien, verschiedene Bearbeiter, verschiedene
Gerateausrlstung) durchgefuihrter Bestimmungen um nicht mehr als 0,37% (m/m) voneinander
abweichen.

8.2. Bei einem Hydrochinonmonomethylethergehalt von 1,0% (m/m) dirfen die Ergebnisse zweier an
derselben Probe unter Vergleichsbedingungen (verschiedene Laboratorien, verschiedene
Bearbeiter, verschiedene Gerateausriistung) durchgefiihrter Bestimmungen um nicht mehr als
0,21% (m/m) voneinander abweichen.

8.3. Bei einem Hydrochinonmonoethylethergehalt von 1,0% (m/m) dirfen die Ergebnisse zweier an
derselben Probe unter Vergleichsbedingungen (verschiedene Laboratorien, verschiedene
Bearbeiter, verschiedene Gerateausriistung) durchgefiihrter Bestimmungen um nicht mehr als
0,19% (m/m) voneinander abweichen.

8.4. Bei einem Hydrochinonmonobenzylethergehalt von 1,0% (m/m) diirfen die Ergebnisse zweier an
derselben Probe unter Vergleichsbedingungen (verschiedene Laboratorien, verschiedene
Bearbeiter, verschiedene Gerateausriistung) durchgefihrter Bestimmungen um nicht mehr als
0,11% (m/m) voneinander abweichen.

9. Bemerkungen

9.1. Wenn ein wesentlich héherer Hydrochinongehalt als 2% (m/m) ermittelt wird und eine genaue
Gehaltsbestimmung erforderlich ist, sollte die Probelésung (5.1) auf einen dhnlichen Gehalt
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verdlnnt werden, wie er sich bei einer 2% Hydrochinon enthaltenden Probe ergeben wiirde, und
die Bestimmung ist zu wiederholen.

(Bei hohen Hydrochinongehalten kann die Absorption auferhalb des linearen Bereiches des
Detektors liegen.)

9.2. Storeinflisse

Die beschriebene Methode ermdglicht die Bestimmung von Hydrochinon und seinen Ethern in
einem einzigen isokratischen Lauf. Die Verwendung einer Phenylsdule gewahrleistet eine
hinreichende Retention fiir Hydrochinon, was bei Benutzung einer C 18-Saule mit der
beschriebenen mobilen Phase nicht garantiert werden kann.

Diese Methode unterliegt jedoch mdglicherweise den Storeinfliissen durch eine Reihe von p-
Hydroxybenzoesdureestern (Parabene). In diesen Féllen ist die Bestimmung unter Verwendung
eines anderen Trennsystems (stationdre und mobile Phase) zu wiederholen. Geeignete Methoden
sind (siehe die in den FuBBnoten 1 und 2 angegebene Literatur):

Analytische Trennsaule (%) : 4,6 mm x 25 cm
Aktiver Festkorper:  Mit Octadecylgruppen maodifiziertes Kieselgel (Zorbax ODS oder
gleichwertiges Erzeugnis)
Temperatur: 36 °C
Volumenstrom der mobilen Phase: 1,5 ml/min
Mobile Phase:  fur Hydrochinon Methanol/Wasser 5 + 95 (V + V)
flr Hydrochinonmonomethylether: Methanol/Wasser 30 + 70 (V + V)
fur Hydrochinonmonobenzylether: Methanol/Wasser 80 + 20 (V + V)
Analytische Trennsaule (%):

Aktiver Festkorper:  Mit Octadecylgruppen modifiziertes Kieselgel (Spherisorb S5-ODS oder
gleichwertiges Erzeugnis)

Volumenstrom der mobilen Phase: 1,5 ml/min
Mobile Phase: Wasser/Methanol 90 + 10 (V + V)
Diese Bedingungen eignen sich fiir Hydrochinon.

(*) 1ISO 5725

(®) M. Herpol-Borremans und M. O. Masse, Indentification et dosage de I'hydroquinone et ses ethers
methylique et benzylique dans les produits cosmethiques pour blanchir la peau, Int. J. Cosmet. Sci 8 —
203-214 (1986).

() J. Firth und 1. Rix, Determination of Hydroquinone in skin toning creams, Analyst (1986), 111, S.
129.

Anlage 38

NACHWEIS UND BESTIMMUNG VON 2-PHENOXYETHANOL, 1-
PHENOXYPROPAN-2-OL, METHYL-, ETHYL-, PROPYL-, BUTYL- UND BENZYL-4-
HYDROXYBENZOAT IN KOSMETISCHEN MITTELN

A. NACHWEIS
1. Zweck und Anwendungsbereich

Diese Methode beschreibt ein dinnschichtchromatographisches Verfahren, das in Verbindung
mit der in Abschnitt B beschriebenen quantitativen Bestimmung den Nachweis von 2-
Phenoxyethanol, 1-Phenoxypropan-2-ol, Methyl-4-hydroxybenzoat, Ethyl-4-hydroxybenzoat,
Propyl-4-Hydroxybenzoat, = Butyl-4-hydroxybenzoat und  Benzyl-4-hydroxybenzoat in
kosmetischen Mitteln ermdglicht.
2. Kurzbeschreibung

Die Konservierungsstoffe werden mit Aceton aus der angesduerten Probe des kosmetischen
Mittels extrahiert. Nach Filtration wird die Acetonldsung mit Wasser gemischt, und die
Fettsduren werden im alkalischen Medium als ihre Calciumsalze ausgefallt. Die alkalische
Aceton-Wasser-Mischung wird mit Diethylether zur Entfernung der lipophilen Stoffe extrahiert.
Nach Ansduern werden die Konservierungsstoffe mit Diethylether extrahiert. Ein aliquoter Teil
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3.2.
3.3.
3.4.
3.5.
3.6.
3.7.
3.8.
3.9.
3.10.

3.11.
3.12.
3.13.
3.14.
3.15.
3.16.
3.17.
3.18.

3.19.

4.1.
4.2.
4.3.
44.

4.5.
4.6.
4.7.

4.8.
4.9.
. Durchfiuihrung
5.1.

des Diethyletherextrakts wird auf eine Kieselgel-Dunnschichtplatte aufgetragen. Nach
Entwicklung der Dinnschichtplatte wird das erhaltene Chromatogramm unter UV-Licht
betrachtet und mit Millon's Reagenz sichtbar gemacht.

. Reagenzien
. Allgemeines

Alle Reagenzien miissen analysenrein sein. Wasser muf destilliert sein oder zumindest
gleichwertige Reinheit aufweisen.

Aceton

Diethylether

n-Pentan

Methanol

Eisessig

Salzséure, c(HCI)=4 mol/Il

Kalilauge, c(KOH)= 4 mol/l
Calciumchlorid-Dihydrat (CaCl, - 2H,0
Nachweisreagenz: Millon's Reagenz

Millon's Reagenz [vorwiegend Quecksilber(l11)-nitrat] ist als gebrauchsfertige Losung im Handel
erhéltlich (Fluka 69820).

2-Phenoxyethanol

1-Phenoxypropan-2-ol
Methyl-4-hydroxybenzoat (Methylparaben)
Ethyl-4-hyrdoxybenzoat (Ethylparaben)
n-Propyl-4-hydroxybenzoat (Propylparaben)
n-Butyl-4-hydroxybenzoat (Butylparaben)
Benzyl-4-hydroxybenzoat (Benzylparaben)
Vergleichslésungen

Jeweils 0,1%ige (m/V) Losungen der Vergleichssubstanzen 3.11, 3.12, 3.13, 3.14, 3.15, 3.16 und
3.17 in Methanol

FlieBmittel
88 Volumenteile n-Pentan (3.4) werden mit 12 VVolumenteilen Eisessig (3.6) gemischt.

. Geréte

Normale Laborausstattung und

Wasserbad, auf 60 °C konstant einstellbar
Entwicklungskammer (nicht mit Filterpapier ausgekleidet)
UV-Lampe, 254 nm

DC-Fertigplatten (200 mm x 200 mm), Sorbensschicht: Kieselgel 60 F,s4 (Fluoreszensindikator),
Schichtdicke: 0,25 mm mit Konzentrierungszone 25 mm x 200 mm (Merck 11798, Darmstadt
oder gleichwertiges Erzeugnis)

Trockenschrank, bis auf 105 °C konstant einstellbar
Heilluftfon

Woll-Farbroller, etwa 10 cm breit, AuRendurchmesser etwa 3,5 cm. Die Dicke der Wollschicht
soll 2 bis 3 mm betragen; gegebenenfalls ist die Wolle zu kirzen. (Siehe Anmerkung unter 5.2).

Erlenmeyerkolben mit Schliffstopfen, 50 ml
Elektrische Heizplatte mit Thermostatregler.

Vorbereitung der Probe

Ungeféahr 1,0 g der Probe wird in einen 50-ml-Erlenmeyerkolben (4.8) mit 4 Tropfen Salzséure
(3.7) und 40 ml Aceton versetzt.

Bei stark basischen Erzeugnissen, wie Feinseife, werden 20 Tropfen Salzséure hinzugefligt. Der
Erlenmeyerkolben wird verschlossen und vorsichtig auf etwa 60 °C erwédrmt, damit die
Extraktion der Konservierungsstoffe in die Aceton-Phase erleichtert wird, und anschliefend
eineMinute lang kraftig geschittelt.
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Der pH-Wert der Mischung wird mit pH-Indikatorpapier gemessen und mit Salzsdure auf < 3
eingestellt. Die Mischung wird erneut eine Minute lang kréftig geschittelt.
Die Mischung wird auf Zimmertemperatur abgekihlt und durch ein Papierfilter in einem
Erlenmeyerkolben filtriert. 20 ml des Filtrats werden in einen 200-ml-Erlenmeyerkolben
Ubergefihrt mit 60 ml Wasser versetzt und gemischt. Mit Kalilauge (3.8) wird der pH-Wert der
Mischung gegen Indikatorpapier auf ungefahr 10 eingestellt.
Nach Zusatz von 1 g Calciumchlorid (3.9) wird die Mischung kraftig geschittelt und danach
durch ein Papierfilter in einen 250-ml-Scheidetrichter, der 75 ml Diethylether enthalt, filtriert.
Die Mischung wird eine Minute lang kraftig geschuttelt. Nach der Phasentrennung wird die
wadlrige Phase in einen 200-ml-Erlenmeyerkolben abgelassen. Mit Hilfe von Indikatorpapier
wird der pH-Wert der walrigen Losung mit Salzsdure auf ungeféhr 2 eingestellt. Nach Zusatz
von 10 ml Diethylether wird die Mischung eine Minute lang kréftig geschuttelt. Nach der
Phasentrennung werden etwa 2 ml der Etherphase in ein 5-ml-Probenflaschchen tbergefiihrt.

5.2. Dunnschichtchromatographie
Die Dinnschichtplatte (4.4) wird auf die erwdrmte Aluminiumplatte (4.9) gelegt. Von jeder
Vergleichslésung (3.18) werden 10 ul und von der Probelésung (5.1) 100 ul auf die Startlinie in
der Konzentrierungszone der Dunnschichtplatte aufgetragen.
Erforderlichenfalls kann zur Beschleunigung der Verdunstung des Ldsungsmittels ein Luftstrom
verwendet werden. Die Dinnschichtplatte wird von der Heizplatte genommen und auf
Raumtemperatur abgekihlt. 200 ml des FlieBmittels (3.19) werden in die Entwicklungskammer
(4.2) gefillt und die Dunnschichtplatte sofort in die ungeséttigte Kammer gestellt und bei
Raumtemperatur bis zu einer Hohe von etwa 15 cm entwickelt. Nach Entnahme aus der Kammer
wird die Platte im HeiRluftstrom (F6n) getrocknet.
Die Dunnschichtplatte wird im UV-Licht (4.3) betrachtet, und die Positionen der Flecke werden
markiert. AnschlieBend wird die Platte im Trockenschrank (4.5) 30 Minuten lang bei 100 °C
erwarmt, um 0Uberschiissige Essigsdure zu entfernen. Die Konservierungsstoffe werden auf der
Dunnschichtplatte durch Eintauchen des Farbrollers (4.7) in das Millon's Reagenz (3.10) und
Uberstreichen derPlatte bis zur gleichméRigen Benetzung sichtbar gemacht.

Hinweis: Alternativ kdnnen die Flecke durch sorgféltiges Auftragen eines Tropfens Millon's
Reagenz auf die im UV-Licht markierten Flecke sichtbar gemacht werden.
Die Ester der 4-Hydroxybenzoeséure erscheinen als rote, 2-Phenoxyethanol und 1-Phenoxy-
propan-2-ol als gelbe Flecke. Zu beachten ist allerdings, dal die 4-Hydroxybenzoeséure selbst,
die in den Proben als Konservierungsstoff oder als Zersetzungsprodukt ihrer Ester anwesend sein
kann, ebenfalls als roter Fleck erscheint. (Siehe unter 7.3 und 7.4).

6. Auswertung
Der Re-Wert wird flr jeden Fleck berechnet. Die flr die Probelésung erhaltenen Flecke werden
mit denen der Vergleichslésungen im Hinblick auf ihre Re-Werte, ihr Verhalten im UV-Licht und
ihre Farbung nach Sichtbarmachung mit dem Reagenz verglichen. Im Ergebnis dieses Vergleichs
wird eine vorldufige SchluRfolgerung gezogen, welche Konservierungsstoffe vorliegen. Zur
Bestatigung sollte das im Abschnitt B beschriebene HPLC-Verfahren durchgefihrt werden. Der
Nachweis der Konservierungsstoffe wird abschliefend durch Kombination der Ergebnisse der
DC und der HPLC gefiihrt.

7. Bemerkungen

7.1. Millon's Reagenz wird wegen seiner Toxizitdt am besten nach einem der beschriebenen
Verfahren angewandt. Spriihen ist nicht zu empfehlen.

7.2. Andere Hydroxylgruppen enthaltende Verbindungen koénnen ebenfalls mit Millon's Reagenz
angefarbt werden. Eine Ubersicht tber Farbungen und RsWerte fir eine Reihe wvon
Konservierungsstoffen findet man in: N. De Kruijf, M.A.H. Rijk, L.A. Pranoto-Soetardhi und A.
Schouten: Determination of preservatives in cosmetic products I: Thin layer chromatographic
procedure for the identification of preservatives in cosmetic products (J. Chromatogr., 410, 395-
411 (1987)).

7.3. Die in folgender Tabelle aufgelisteten Re-Werte geben Hinweise auf die zu erwartenden Werte.

Substanz hRs Anférbung
4-Hydroxybenzoeséure 11 rot
Methylparaben 12 rot
Ethylparaben 17 rot
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7.4.

Propylparaben 21 rot
Butylparaben 26 rot
Benzylparaben 16 rot
2-Phenoxyethanol 29 gelb
1-Phenoxypropan-2-ol 50 gelb

Keine Trennung erreicht man fiir 4-Hydroxybenzoesidure und Methylparaben bzw. fir
Benzylparaben und Ethylparaben. Der Nachweis dieser Substanzen sollte mittels HPLC nach
Abschnitt B durch Vergleich der Retentionszeiten der Probenpeaks mit denen der Standards
bestatigt werden.

B. BESTIMMUNG

1.

4.2

4.16.

4.17.

4.18.

Zweck und Anwendungsbereich

Diese Methode beschreibt ein Verfahren zur quantitativen Bestimmung von 2-Phenoxyethanol,
1-Phenoxypropan-2-ol, Methyl-4-hydroxybenzoat, Ethyl-4-hydroxybenzoat, Propyl-4-
hydroxybenzoat, Butyl-4-hydroxybenzoat und Benzyl-4-hydroxybenzoat in kosmetischen
Mitteln.

. Definition

Die nach diesem Verfahren ermittelten Gehalte an Konservierungsstoffen werden in Prozent (%
m/m) angegeben.

. Kurzbeschreibung

Nach dem Ansduern mit Schwefelsdure wird die Probe in einer Mischung aus Ethanol und
Wasser suspendiert. Die Mischung wird vorsichtig bis zum Schmelzen der Lipidphase erwarmt,
um die quantitative Extraktion zu gewahrleisten.
Nach  der  Filtration  wird der Gehalt an  Konservierungsstoffen  durch
Hochleistungsflussigkeitschromatographie (HPLC) mit Umkehrphase und Isopropyl-4-
hydroxybenzoat als innerem Standard bestimmit.

. Reagenzien
. Allgemeines

Alle Reagenzien miissen analysenrein und, wo erforderlich, fur die HPLC geeignet sein. Wasser
muR destilliert sein oder zumindest gleichwertige Reinheit aufweisen.

. Absolutes Ethanol
4.3.
4.4.
45.
4.6.
4.7.
4.8.
4.9.

4.10.

4.11.

412.

4.13.

4.14.

4.15.

2-Phenoxyethanol

1-Phenoxypropan-2-ol
Methyl-4-hydroxybenzoat (Methylparaben)
Ethyl-4-hydroxybenzoat (Ethylparaben)
n-Propyl-4-hydroxybenzoat (Propylparaben)
Isopropyl-4-hydroxybenzoat (Isopropylparaben)
n-Butyl-4-hydroxybenzoat (Butylparaben)
Benzyl-4-hydroxybenzoat (Benzylparaben)
Tetrahydrofuran

Methanol

Acetonitril

Schwefelsdure, c(H,SO4)= 2 mol/l
Ethanol/Wasser-Mischung

9 Volumenteile Ethanol (4.2) werden mit 1 Volumenteil Wasser gemischt.
Ldsung des inneren Standards

Ungefahr 0,25 g Isopropylparaben (4.8) werden in einen 500-ml-MeRkolben eingewogen, in der
Ethanol/Wasser-Mischung (4.15) geldst und zur Marke aufgefullt.

Mobile Phase

5 Volumenteile Tetrahydrofuran, 60 Volumenteile Wasser, 10 VVolumenteile Methanol und 25
Volumenteile Acetonitril werden gemischt.

Stammldsung der Konservierungsstoffe
Ungeféhr 0,2 g 2-Phenoxyethanol, 0,2 g 1-Phenoxypropan-2-ol, 0,05 g Methylparaben, 0,05 g
Ethylparaben, 0,05 g Propylparaben, 0,05 g Butylparaben und 0,025 g Benzylparaben werden in
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einen 100-ml-Melkolben genau eingewogen, geldst und mit der Ethanol/Wasser-Mischung zur
Marke aufgefillt.
Die Losung wird im Kuhlschrank aufbewahrt und ist eine Woche lang haltbar.
4.19. Standardldsungen der Konservierungsstoffe
Von der Stammlésung (4.18) werden 20,00 ml, 10,00 ml, 5,00 ml, 2,00 ml bzw. 1,00 ml in eine
Reihe von 50-ml-MeRkolben pipettiert. Nach Zusatz von jeweils 10,00 ml der Ldsung des
inneren Standards (4.16) und 1,0 ml Schwefelsdure (4.14) wird mit der Ethanol/Wasser-
Mischung zur Marke aufgefillt und gemischt. Die Lésungen sind frisch herzustellen.
5. Gerate

Normale Laborausstattung und

5.1. Wasserbad, auf 60 °C + 1 °C einstellbar

5.2. Hochleistungsflissigkeitschromatograph mit  UV-Dektektor (Anm.: richtig: Detektor),
Wellenldnge 280 nm

5.3. Analytische Trennséaule
Material: Edelstahl, Lange: 12,5 cm oder 25 cm, Innendurchmesser: 4,6 mm, aktiver Festkorper:
Mit Octadecylgruppen modifiziertes Kieselgel (Nucleosil 5 CI8 oder gleichwertiges Erzeugnis
(siehe 10.1))

5.4. Erlenmeyerkolben mit Schliffstopfen, 100 ml

5.5. Siedesteinchen (Karborund), GroRe 2 bis 4 mm, oder gleichwertiges Material

6. Durchfuihrung
6.1. Vorbereitung der Probe
6.1.1. Vorbereitung der Probe ohne Zugabe des inneren Standards

Ungefahr 1 g der Probe wird in einen 100-ml-Erlenmeyerkolben eingewogen. Nach Zusatz von
1,00 ml Schwefelsdure (4.14) und 50,0 ml der Ethanol/Wasser-Mischung (4.15) sowie ungefahr
1 g Siedesteinchen (5.5) wird der verschlossene Kolben kraftig geschittelt, bis eine homogene
Suspension entstanden ist, mindestens jedoch 1 Minute. Zur Verbesserung der Extraktion wird
der Kolben 5 Minuten im Wasserbad (5.1) auf 60 °C + 1 °C erwarmt.

Danach wird der Kolben sofort unter flieRendem Wasser abgekiihlt und anschlieBend eine Stunde
lang im Kihlschrank aufbewahrt. Der Extrakt wird durch einen Papierfilter filtriert. Etwa 2 ml
des Filtrats werden in ein 5-ml-Probenfladschchen tbergefiihrt und im Kdihlschrank aufbewahrt.
Die HPLC-Bestimmung ist innerhalb von 24 Stunden nach Herstellung der Probelésung
durchzufihren.

6.1.2. Vorbereitung der Probe unter Zugabe des inneren Standards
109 £ 0,1g (a Gramm) der Probe wird auf drei Dezimalstellen genau in einen 100-ml-
Erlenmeyerkolben eingewogen.
Nach Zusatz von 1,00 ml Schwefelsdure und 40,0 ml der Ethanol/Wasser-Mischung sowie
ungefahr 1 g Siedesteinchen und genau 10,00 ml der Losung des inneren Standards (4.16) wird
der verschlossene Kolben kraftig geschiittelt, bis eine homogene Suspension entstanden ist,
mindestens jedoch 1 Minute. Zur Verbesserung der Extraktion wird der Kolben 5 Minuten im
Wasserbad auf 60 °C + 1 °C erwédrmt.
Danach wird der Kolben sofort unter flieBendem kaltem Wasser abgekiihlt und anschlieend eine
Stunde lang im Kihlschrank aufbewahrt. Der Extrakt wird durch ein Papierfilter filtriert.
Etwa 2 ml des Filtrats werden in ein 5-ml-Probenflaschchen tbergefiihrt (Priflosung) und im
Kihlschrank aufbewahrt. Die HPLC-Bestimmung ist innerhalb von 24 Stunden nach Herstellung
der Pruflésung durchzufuhren.

6.2. Hochleistungsflissigkeitschromatographie

6.2.1. Bedingungen flr die Chromatographie
— Mobile Phase: Tetrahydrofuran/Wasser/Methanol/Acetonitril-Mischung (4.17)
— Volumenstrom der mobilen Phase: 1,5 ml/min
— Detektionswellenldnge: 280 nm

6.2.2. Kalibrierung
10 pl jeder der Standardlésungen der Konservierungsstoffe (4.19) werden chromatographiert, die
Chromatogramme aufgezeichnet und die Peakhdhen ermittelt. Fiir jede Standardlésung wird das
Verhéltnis zwischen den Peakhdhen der zu bestimmenden Konservierungsstoffe und der des
inneren Standards ermittelt. Es wird flr jeden Konservierungsstoff eine Kalibrierkurve
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gezeichnet, indem das Peakhdhenverhdltnis in Abhédngigkeit von der Konzentration des

Konservierungsstoffes aufgetragen wird, oder es wird die Regressionsgerade berechnet. Man

vergewissert sich, daf8 sich fur die Standardldsungen eine lineare Kurve ergibt.

6.2.3. Bestimmung

Jeweils 10 ul der Probeldsung ohne inneren Standard (6.1.1) und einer der Standardldsungen der

Konservierungsstoffe (4.19) werden chromatographiert und die Chromatogramme aufgezeichnet.

Die Chromatogramme der Probe- und der Standardlésung werden verglichen.

Falls das Chromatogramm der Probeldsung (6.1.1) keinen Peak mit der Retentionszeit des

empfohlenen inneren Standards Isopropylparaben zeigt, werden 10 pl der Probel6sung mit

innerem Standard (6.1.2) chromatographiert, das Chromatogramm aufgezeichnet und die

Peakhohen ermittelt.

Falls im Chromatogramm der Probelésung (6.1.1) ein stérender Peak erscheint, der etwa dieselbe

Retentionszeit wie Isopropylparaben aufweist, ist ein anderer geeigneter innerer Standard zu

wahlen.

Als innerer Standard kann einer der zu bestimmenden Konservierungsstoffe verwendet werden,

der nicht auf dem Chromatogramm der Probeldsung erscheint.

Es wird das Verhaltnis zwischen den Peakhdhen der zu bestimmenden Konservierungsstoffe und

der des inneren Standards ermittelt.

Fir die Standardldsung soll die Eichkurve eine Gerade bilden.

Die Chromatogramme der Standardlésungen und der Probeldsung sollen folgende Bedingungen

erfllen:

— Peakauflésung p: Die Peakauflosung des am schlechtesten getrennten Paares soll mindestens
0,90 betragen (zur Definition der Peakauflgsung s. Abb. 1).

Peakauflésung (p)

p=lg

Abb. 1: Peakauflésung

Falls die erforderliche Auflésung nicht erreicht wird, verwendet man entweder eine
leistungsfahigere Séule oder verdndert die Zusammensetzung der mobilen Phase, bis die
Bedingung erfllt ist.

— Peakasymmetrie: Der Asymmetriefaktor A, aller interessierenden Peaks soll zwischen 0,9 und
1,5 liegen (zur Definition des Asymmetriefaktors s. Abb. 2). Bei der Aufzeichnung des
Chromatogramms zur Bestimmung der Peakasymmetrie sollte der Papiervorschuf? mindestens
2 cm/min betragen.

Asymmetriefaktor (A)

A, =b/a

ho[ ] -

Abb. 2: Asymmetriefaktor

— Basislinie: Die Basislinie sollte stabil sein.
7. Berechnung

Unter Verwendung der Verhéltnisse zwischen den Peakhthen der zu bestimmenden
Konservierungsstoffe und der Peakhthe des inneren Standards wird die Konzentration der
Konservierungsstoffe in der Priflésung aus der Kalibierkurve (6.2.2) abgelesen bzw. aus der
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Gleichung fur die Regressionsgerade berechnet. Der Gehalt w; an 2-Phenoxyethanol, 1-
Phenoxypropan-2-ol, Methyl-4-hydroxybenzoat, Ethyl-4-hydroxybenzoat, Propyl-4-
hydroxybenzoat, Butyl-4-hydroxybenzoat und Benzyl-4-hydroxybenzoat in Prozent (% m/m) der
Probe wird nach folgender Formel berechnet:

0 -t

owi(m/m) = 5 X a
wobei:

b; = aus der Kalibrierkurve abgelesene Konzentration des Konservierungsstoffes i in der
Priflosung (6.1.2) in Mikrogramm je Milliliter bzw. der aus der Gleichung fur die
Regressionsgerade berechnete Wert

a = Einwaage der untersuchten Probe (6.1.2) in Gramm

8. Wiederholbarkeit (*)
Siehe Bemerkungen unter 10.5
9. Vergleichbarkeit (*)
Siehe Bemerkungen unter 10.5
10. Bemerkungen

10.1. Stationdre Phase
Des Retentionsverhalten der Substanzen ist stark abhangig vom Typ, der Handelsmarke und der
Vorgeschichte der Trennsdule (stationdre Phase). Ob eine Sdule flr die Trennung der zu
bestimmenden Konservierungsstoffe geeignet ist, kann aus den fir die Standardlésungen
gewonnenen Ergebnissen geschlossen werden (siehe Bemerkungen unter 6.2.3). Neben der
vorgeschlagenen Handelsmarke sind auch die Fillmaterialien Hypersil ODS und Zorbax ODS als
stationdre Phasen geeignet.

Alternativ kann auch die Zusammensetzung der mobilen Phase zur Erzielung der geforderten
Auflésung optimiert werden.

10.2. Detektionswellenlénge
Der Robustheitstest (ruggedness test) mit der beschriebenen Methode hat ergeben, dafll eine
geringfiigige Anderung der Detektionswellenldnge sich signifikant auf die Ergebnisse der
Bestimmung auswirken kann. Bei der Analyse muf3 daher dieser Parameter sorgfaltig kontrolliert
werden.

10.3. Interferenzen
Unter den Bedingungen der beschriebenen Methode werden auch viele andere Substanzen, wie
weitere Konservierungsstoffe und kosmetische Zusatzstoffe, eluiert. Retentionszeiten fur eine
Vielzahl der im Anhang VI der Richtlinie des Rates (ber kosmetische Mittel erwéhnten
Konservierungsstoffe findet man in N. De Kruijf, M.A.H. Rijk, L.A. Pranato-Soetardhi und A.
Schouten:

Determination of preservatives in cosmetic products Il. High performance liquid
chromatographic identification (J. Chromatogr. 469, 317-328 (1989)).

10.4. Zum Schutz der Trennsaule empfiehlt sich die Verwendung einer geeigneten Vorsaule.

10.5. Die Methode ist in einem Ringversuch unter Beteiligung von 9 Laboratorien an drei
kosmetischen Erzeugnissen untersucht worden. In der folgenden Tabelle sind flr jede der drei
Proben der Mittelwert m in Prozent (% m/m), die Wiederholbarkeit r und die Vergleichbarkeit R
fur die jeweils ermittelten Analyten aufgelistet:
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2-Phenoxy- 1-Phenoxy- Methyl- Ethyl-
Probe ethanol propan-2-al praraben paraben Propyl-paraben | Buryl-paraben | Benzyl-paraben

Vitamincreme m 1,124 0,250 0,0628 0,031 01,0906

r 0,016 0,018 00035 0,0028 0,0044

R 0,176 0,030 0,0068 00111 0,0034
Vanishingcreme m 1,196 0,266 0,076

r 0,040 0,003 0,002

R 0,147 0,022 0,004
Massagecreme m 0,806 0,180 0,148 o152

r 0,067 0,034 0,013 0,015

R 0,112 0,078 0,012 0,016
(%) 1SO 5725.
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