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                I. PROBENAHME VON KOSMETISCHEN MITT ELN 
 
1.        ZWECK UND ANWENDUNGSBEREICH 
          Diese Vorschrift beschreibt die Probenahm e von kosmetischen 
          Mitteln, die in den verschiedenen Laborat orien untersucht 
          werden. 
 
2.        DEFINITIONEN 
          Einzelprobe: 
          Einheit, die aus einer zum Verkauf bestim mten Partie 
          entnommen ist; 
          Gesamtprobe: 
          Summe aller Einzelproben mit demselben 
          Herstellungskennzeichen; 
          Laborprobe: 
          Teilmenge der Gesamtprobe, die für die ei nzelnen 
          Laboratorien bestimmt ist; 
          Versuchsmenge: 
          der für eine Analyse erforderliche Teil d er Laborprobe; 
          Behältnis: 
          Gegenstand, der ein Erzeugnis enthält, un d der mit dem 
          Erzeugnis ständig in Berührung kommt. 
 
3.        PROBENAHME 
3.1.      Kosmetische Mittel werden in ihrer Origin alpackung 
          entnommen und unverändert dem Laboratoriu m zugeleitet. 
3.2.      Bei kosmetischen Mittel die in Großpackun gen oder im 
          Einzelverkauf nicht in der Originalpackun g des Herstellers 
          auf den Markt gebracht werden, werden für  die Probenahme am 
          Ort, ihrer Verwendung bzw. des Verkaufs b esondere 
          Vorschriften erlassen. 
3.3.      Aus der Analysenvorschrift und der Zahl d er durch jedes 
          Laboratorium vorzunehmenden Analysen ergi bt sich die Anzahl 
          an Einzelproben, die für eine Laborprobe erforderlich sind. 
 
4.        IDENTIFIZIERUNG DER PROBEN 
4.1.      Die Proben sind am Ort der Probenahme gem äß den geltenden 
          Vorschriften des betreffenden Mitgliedsta ats, in dem die 
          Probenahme erfolgt, zu versiegeln und zu identifizieren. 
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4.2.      Auf jeder Probe sind folgende Angaben anz ubringen: 
          - Name des kosmetischen Mittels, 
          - Datum, Stunde und Ort der Probenahme, 
          - Name der mit der Probenahme beauftragte n Person, 
          - Name der die Untersuchung durchführende n Behörde. 
4.3.      Über die Probenahme wird gemäß den in dem  betreffenden 
          Mitgliedstaat geltenden Vorschriften ein Bericht erstellt. 
 
5.        LAGERUNG DER PROBEN 
5.1.      Die Einzelproben sind entsprechend den vo m Hersteller auf 
          dem Etikett angegebenen Anweisungen zu la gern. 
5.2.      Sofern keine besonderen Anweisungen beste hen, sind alle 
          Laborproben bei einer Temperatur zwischen  10 Grad C und 
          25 Grad C und lichtgeschützt aufzubewahre n. 
5.3.      Die Einzelproben sind erst im Augenblick des Analysebeginns 
          zu öffnen. 
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               II. VORBEREITUNG DER PROBEN IM LABOR ATORIUM 
 
1.        ALLGEMEINES 
1.1.      Die Analysebestimmung wird an jeder Einze lprobe 
          durchgeführt. Sofern die Menge zu klein i st, wird eine 
          Mindestzahl von Einzelproben sorgfältig g emischt, bevor die 
          Laborprobe entnommen wird. 
1.2.      Das Behältnis wird geöffnet - sofern es d ie entsprechende 
          Analysemethode vorsieht unter inerter Atm osphäre - und die 
          für die Analyse notwendigen Versuchsmenge n möglichst rasch 
          entnommen. Danach werden die Analysen unv erzüglich 
          durchgeführt. Wenn die Probe konserviert werden muß, wird 
          das Behältnis unter inerter Atmosphäre wi eder verschlossen. 
1.3.      Kosmetische Mittel können in flüssigem, f estem oder 
          pastösem Zustand sein. Es kann vorkommen,  daß ursprünglich 
          homogene Erzeugnisse später in mehreren P hasen vorliegen. 
          In solchen Fällen müssen sie erneut homog enisiert werden. 
1.4.      Sofern ein kosmetisches Mittel auf besond ere Weise zum 
          Verkauf angeboten wird, so daß nicht im E inklang mit diesen 
          Vorschriften verfahren werden kann, und s ofern keine 
          zutreffenden Untersuchungsmethoden besteh en, kann nach 
          eigenen Methoden verfahren werden, wenn d iese in 
          schriftlicher Form als Teil des Analysebe richts festgelegt 
          werden. 
 
2.        FLÜSSIGPHASEN 
2.1.      In diesem Zustand befinden sich Erzeugnis se wie „Eau de 
          toilette'', Lotionen, Lösungen, Öle, milc hige 
          Zubereitungen, die in Flakons, Flaschen, Ampullen oder 
          Tuben verpackt sind. 
2.2.      Entnahme der Versuchsmenge: 
          - Vor dem Öffnen das Behältnis kräftig sc hütteln. 
          - Öffnen. 
          - Einige Milliliter der Flüssigkeit werde n zur visuellen 
            Prüfung in ein Reagenzröhrchen gegeben,  um festzustellen, 
            welche Eigenschaften das Erzeugnis bei der Entnahme der 
            Versuchsmenge hat. 
          - Behältnis wieder verschließen oder die benötigte 
            Versuchsmenge entnehmen. 
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          - Behältnis wieder sorgfältig verschließe n. 
 
3.        PASTÖSE PHASEN 
3.1.      In diesem Zustand befinden sich Erzeugnis se wie Pasten, 
          Cremes, Emulsionen und Gele, die in Tuben , Druckflaschen 
          oder Tiegel verpackt sind. 
3.2.      Entnahme der Versuchsmenge: 
          Zwei Fälle sind möglich: 
3.2.1.    Behältnisse mit enger Öffnung (Tube, Druc kflasche). 
          Mindestens den ersten Zentimeter des zu a nalysierenden 
          Produkts beseitigen. Versuchsmenge entneh men und Behältnis 
          sofort wieder verschließen. 
3.2.2.    Behältnis mit weiter Öffnung (Tiegel). Ob erfläche leicht 
          wegschaben, um die oberste Schicht zu ent fernen. Die 
          Versuchsmenge entnehmen und das Behältnis  sofort wieder 
          verschließen. 
 
4.        FESTE PHASEN 
4.1.      In diesem Zustand befinden sich Erzeugnis se wie Puder, 
          Kompaktpuder oder Stifte, die in Schachte ln oder Dosen 
          verpackt sein können. 
4.2.      Entnahme der Versuchsmenge: 
          Zwei Fälle sind möglich: 
4.2.1.    Puder. Vor dem Entstöpseln oder Öffnen Pu der kräftig 
          schütteln. Öffnen und Versuchsmenge entne hmen. 
4.2.2.    Kompaktpuder oder Stift. Durch leichtes S chaben Oberfläche 
          des festen Körpers entfernen und Versuchs menge entnehmen. 
 
5.        DRUCKGASPACKUNGEN (Aerosole) 
5.1.      Diese Erzeugnisse sind in § 2 der 
          Aerosolpackungsverordnung, BGBl. Nr. 560/ 1994 i.d.j.g.F, 
          definiert. 
5.2.      Laborprobe: 
          Die Druckgaspackung wird zunächst kräftig  geschüttelt. 
          Sodann wird eine repräsentative Menge des  Inhalts mittels 
          eines Anschlußstücks (siehe Abbildung 1) in eine mit einem 
          Aerosolventil ausgestattete kunststoffbes chichtete 
          durchsichtige Flasche übergeleitet. Die F lasche besitzt 
          kein Steigrohr. In Sonderfällen kann die Analysenmethode 
          die Verwendung anderer Anschlußstücke vor sehen. Durch 
          dieses Überleiten wird der Inhalt der Dru ckgaspackung gut 
          sichtbar. Vier Fälle sind möglich: 
5.2.1.    Der Inhalt ist eine homogene Lösung. Er i st als solcher für 
          die weitere Analyse direkt verwendbar. 
5.2.2.    Der Inhalt besteht aus zwei Flüssigphasen . Jede einzelne 
          Phase kann nach dem Umfüllen der unterste n Phase in eine 
          zweite Aufnahmeflasche analysiert werden.  Beim Umfüllen muß 
          die erste Aufnahmeflasche mit dem Ventil nach unten 
          gehalten werden. Die untere Phase ist häu fig wäßrig und 
          enthält kein Treibgas mehr (Fall Butan/Wa sser). 
5.2.3.    Der Inhalt besteht aus einem Puder in Sus pension. Nach 
          Abtrennung des Puders kann die Flüssigpha se analysiert 
          werden. 
5.2.4.    Aerosolschaum. In die Aufnahmeflasche wir d eine Menge von 
          ca. 5 bis 10 Gramm 2-Methoxyäthanol genau  eingewogen. 
          Dieser Stoff verhindert bei der Entgasung  die 
          Schaumbildung, so daß die Treibgase ohne 
          Flüssigkeitsverlust abgetrennt werden kön nen. 
5.3.      Hilfsmittel 
          Das Anschlußstück P1 (siehe Abbildung 1) wird aus 
          Duraluminium oder aus Messing angefertigt . Es ist so 
          beschaffen, daß es mittels eines Anschluß stücks aus 
          Polyäthylen an die unterschiedlichen Vent ilsysteme paßt 
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          (siehe Abbildungen 2 und 3). 
          Die Aufnahmeflasche (siehe Abbildung 4) b esteht aus weißem 
          Glas, das außen mit einer durchsichtigen 
          Kunststoffschutzschicht überzogen ist. De r Flascheninhalt 
          beträgt 50 bis 100 ml. Die Flasche ist mi t dem Ventil, aber 
          ohne Steigrohr ausgestattet. 
5.4.      Verfahren 
          Um eine ausreichende Menge überzuleiten, ist es 
          erforderlich, die Luft aus der Flasche zu  verdrängen. Zu 
          diesem Zweck werden mittels des Anschlußs tücks P1 ungefähr 
          10 ml Dichlordifluormethan oder Butan (je  nach Art des zu 
          untersuchenden Aerosols) eingefüllt. Dies es läßt man bis 
          zum vollkommenen Verschwinden der flüssig en Phase 
          verdampfen; die Flasche ist dabei mit dem  Ventil nach oben 
          zu halten. Das Anschlußstück wird abgetre nnt und die 
          Aufnahmeflasche gewogen („a'' Gramm). Die  Druckgaspackung, 
          von der eine Probe entnommen werden soll,  wird kräftig 
          geschüttelt. Nun wird das Anschlußstück P 1 auf das Ventil 
          der Druckgasflasche aufgesetzt (Ventil na ch oben), dann die 
          Aufnahmeflasche P tief t (Hals nach unten ) auf das 
          Anschlußstück P1 angeschlossen und gedrüc kt. Auf diese 
          Weise wird die Aufnahmeflasche bis zu etw a 2/3 gefüllt. 
          Wird die Überleitung aufgrund eines Druck ausgleichs 
          vorzeitig unterbrochen, so kann sie durch  Abkühlen der 
          Aufnahmeflasche fortgesetzt werden. Das A nschlußstück P1 
          wird abgenommen, die gefüllte Aufnahmefla sche gewogen 
          („b'' Gramm) und das Gewicht des übergele iteten 
          Erzeugnisses (m tief 1) ermittelt (m tief  1 = b - a). 
          Die auf diese Weise erhaltene Probe kann verwendet werden: 
          1. für die übliche chemische Analyse, 
          2. für eine gaschromatographische Analyse  der flüchtigen 
             Bestandteile. 
5.4.1.    Chemische Analyse 
          Mit der Aufnahmeflasche - Hals nach oben - wird nun wie 
          folgt verfahren: 
          - Verdampfen. Wenn durch die Verdampfung Schaum gebildet 
            wird, so ist eine Aufnahmeflasche zu ve rwenden, in die 
            zuvor mittels einer Injektionsspritze d urch das 
            Anschlußstück P1 eine bekannte Menge vo n 2-Methoxyäthanol 
            (ca. 5 bis 10 g) eingegeben wird. 
          - Die quantitative Abtrennung der flüchti gen Bestandteile 
            wird durch Bewegen im Wasserbad von 40 Grad C 
            vervollständigt. 
          - Nach erneutem Wiegen der Aufnahmeflasch e („c'' Gramm) 
            wird das Gewicht des Rückstands (m tief  2) ermittelt (m 
            tief 2 = c - a). 
            (Bei der Berechnung des Gewichts des Rü ckstands ist 
            gegebenenfalls die Menge des zugegebene n Methoxyäthanols 
            zu berücksichtigen.) 
          - Anschlußstück P1 von der Aufnahmeflasch e abnehmen; 
          - Rückstand in einer bekannten Menge eine s geeigneten 
            Lösungsmittels quantitativ lösen; 
          - Durchführung der gewünschten Analyse an  einer aliquoten 
            Teilmenge. 
          Formeln für die Berechnung: 
                         r . m2         R . P 
                     R = ------ und Q = ----- ; 
                           m1            100 
          dabei ist: 
          m1 = das Gewicht des in die Aufnahmeflasc he übergeleiteten 
               Erzeugnisses, 
          m2 = das Gewicht des Rückstands nach Erwä rmen bei 40 Grad 
               C, 
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          r  = Prozentanteil der enthaltenen Substa nz in m2 
               (Bestimmung durch geeignete Methode) , 
          R  = Prozentanteil der enthaltenen Substa nz im gesamten 
               Erzeugnis, 
          Q  = absolute Gesamtmenge der enthaltenen  Substanz in der 
               Druckgaspackung, 
          P  = Nettogewicht der ursprünglichen Druc kgaspackung. 
5.4.2.    Gaschromatographische Analyse der flüchti gen Bestandteile 

5.4.2.1.  Prinzip 

          Aus der Aufnahmeflasche P tief t wird mittels einer Injektionsspritze zur Gaschromatographie eine 
ausreichende Menge an Flüssigkeit entnommen. Der Inhalt der Spritze wird sodann in den Chromatograph 
injiziert. 

5.4.2.2.  Hilfsmittel 

          Injektionsspritze zur Gaschromatographie (Abbildung 5) „Precision sampling'', Serie A2 (oder 
gleichwertige Spritze). Diese Spritze ist an ihrem Nadelende mit einem Verschlußhahn versehen. Die Spritze ist 
mit der Aufnahmeflasche durch das Anschlußstück P1 und durch ein Polyäthylen-Röhrchen (Länge 8 mm, 
Durchmesser 2,5 mm) verbunden. 

5.4.2.3.  Verfahren 

          Nach Überleitung einer ausreichenden Menge des Erzeugnisses in die Aufnahmeflasche mittels des 
Anschlußstücks P1 wird das konische Ende der Spritze, wie unter 5.4.2.2 beschrieben, auf die Aufnahmeflasche 
aufgesetzt. Bei geöffnetem Verschlußhahn wird eine ausreichende Menge an Flüssigkeit angesaugt; Gasblasen 
durch wiederholtes Hin- und Herbewegen des Kolbens entfernt (erforderlichenfalls Kühlen der Spritze). Wenn 
die Spritze eine ausreichende Menge an blasenfreier Flüssigkeit enthält, wird der Verschlußhahn geschlossen 
und die Spritze von der Aufnahmeflasche gelöst. Nun wird eine Nadel aufgesetzt, die Spritze in das 
Einlaßsystem der Chromatographen eingeführt, der Verschlußhahn geöffnet und injiziert. 

5.4.2.4.  Interner Standard 

          Sofern die Anwendung eines internen Standards erforderlich ist, so kann dieser ebenfalls mit Hilfe einer 
Spritze und eines Anschlußstücks in die Aufnahmeflasche eingegeben werden. 
 

(Anm.: Abbildung nicht darstellbar, es wird daher auf die gedruckte Form des BGBl. verwiesen.) 
 

Abbildung 1 

Anschlußstück P1 
 

(Anm.: Abbildung nicht darstellbar, es wird daher auf die gedruckte Form des BGBl. verwiesen.) 
 

Abbildung 2 

Verbindungsstück M tief 2 
 

(Anm.: Abbildung nicht darstellbar, es wird daher auf die gedruckte Form des BGBl. verwiesen.) 
 

Abbildung 3 

Verbindungsstück M tief 1 
 

(Anm.: Abbildung nicht darstellbar, es wird daher auf die gedruckte Form des BGBl. verwiesen.) 
 

Abbildung 4 

Aufnahmeflasche 

Inhalt 50 bis 100 ml 
 

(Anm.: Abbildung nicht darstellbar, es wird daher auf die gedruckte Form des BGBl. verwiesen.) 
 

Abbildung 5 

Injektionsspritze zur 

Gaschromatographie 
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(Anm.: Abbildung nicht darstellbar, es wird daher auf die gedruckte Form des BGBl. verwiesen.) 
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   III. NACHWEIS UND QUANTITATIVE BESTIMMUNG DES FR EIEN NATRIUM- UND 
                            KALIUMHYDROXIDS 
 
1.        ZWECK UND ANWENDUNGSBEREICH 
          Die Methode beschreibt die Identifizierun g signifikanter 
          Mengen freier Natrium- und/ oder Kaliumhy droxide in 
          kosmetischen Mitteln und die quantitative  Bestimmung des 
          freien Natrium- und Kaliumhydroxids in 
          Entkräuselungsmitteln und Nagelhautentfer nern. 
 
2.        DEFINITION 
          Freies Natrium- und Kaliumhydroxid wird d urch die bei der 
          Neutralisation des kosmetischen Mittels u nter den 
          vorgeschriebenen Bedingungen verbrauchte (eingestellte) 
          Säuremenge bestimmt. Die titrierte Menge wird als freies 
          Natriumhydroxid angegeben. 
 
3.        PRINZIP 
          Die Probe wird in Wasser gelöst oder disp ergiert und mit 
          einer eingestellten Säure titriert. Die p H-Wertänderung 
          wird im Verlauf der Säurezugabe registrie rt. Bei einer 
          einfachen Natrium- oder Kaliumhydroxidlös ung entspricht der 
          Endpunkt einer eindeutigen maximalen neut ralisierten Menge 
          des registrierten pH-Wertes. 
          Die normale Titrationskurve kann veränder t werden durch die 
          Anwesenheit von 
          a) Ammoniak und andere schwache organisch e Basen, die 
             selbst eine verhältnismäßig flache Tit rationskurve 
             aufweisen. Ammoniak wird bei dieser Me thode durch 
             Verdampfen bei vermindertem Druck bei Zimmertemperatur 
             entfernt; 
          b) Salzen schwacher Säuren, die eine Titr ationskurve mit 
             mehren Umschlagspunkten ergeben können . In solchen 
             Fällen entspricht nur der erste Teil d er Kurve bis zu 
             dem ersten Umschlagspunkt der Neutrali sation des 
             Hydroxid-Ions durch das freie Natrium-  oder 
             Kaliumhydroxid. 
          Ein Alternativverfahren - die Titration i n alkoholischer 
          Lösung - ist dort anzuwenden, wo eine grö ßere Störung durch 
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          Salze schwacher Säuren verursacht wird. 
          Auch wenn theoretisch die Möglichkeit bes teht, daß andere 
          lösliche starke Basen, wie zum Beispiel L ithiumhydroxid und 
          quaternäre Ammoniumhydroxide einen hohen pH-Wert 
          verursachen könnten, ist ihre Anwesenheit  in kosmetischen 
          Mitteln dieser Art sehr unwahrscheinlich.  
 
4.        IDENTIFIZIERUNG 
4.1.      Reagenzien 
4.1.1.    standardisierte alkalische Pufferlösung m it einem pH von 
          9,18:0,05 M Natriumtetraborat-Dekahydrat.  
4.2.      Apparative Ausrüstung 
4.2.1.    übliche Laborgläser 
4.2.2.    pH-Meter 
4.2.3.    Glaselektrode 
4.2.4.    standardisierte Kalomelelektrode. 
4.3.      Verfahren 
          Die Eichung des pH-Meters erfolgt mit Hil fe der 
          Pufferlösung (4.1.1). 
          Eine 10%ige Lösung oder Dispersion der Pr obe ist in Wasser 
          anzusetzen und abzufiltern; der pH-Wert i st zu messen. Bei 
          einem pH-Wert von >= 12 ist eine quantita tive Bestimmung 
          vorzunehmen. 
 
5.        QUANTITATIVE BESTIMMUNG 
5.1.      Titration in wäßriger Lösung 
5.1.1.    Reagenzien 
5.1.1.1.  0,1 N HCl. 
5.1.2.    Apparative Ausrüstung 
5.1.2.1.  übliche Laborgläser 
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 einig er Siedesteinchen 
          wird das Becherglas, sofern Ammoniak vorh anden ist - in 
          einen Vakuumexsikkator gestellt und mit e iner 
          Wasserstrahlpumpe drei Stunden lang evaku iert, bis kein 
          Ammoniakgeruch mehr wahrnehmbar ist. Dana ch werden 100 ml 
          Wasser hinzugefügt, der Rückstand homogen isiert und mit 
          0,1 N Salzsäure (5.1.1.1) titriert. Die Ä nderung des 
          pH-Wertes ist zu registrieren (5.1.2.2). 
5.1.4.    Berechnung 
          Die Titrationskurve wird aufgenommen und die 
          Umschlagspunkte abgelesen. Tritt der erst e Umschlagspunkt 
          bei einem pH-Wert unter 7 auf, so ist die  Probe frei von 
          Natrium- oder Kaliumhydroxid. Bei zwei od er mehr 
          Umschlagspunkten sind nur die ersten rele vant. 
          Das Titransvolumen bis zu dem ersten Umsc hlagspunkt ist 
          festzustellen. 
          Wenn V das Titransvolumen in ml, 
               M die Masse dieses Probenteils in Gr amm bedeuten, dann 
               ist die Konzentration von Natrium- u nd/oder 
               Kaliumhydroxiden in der Probe, ausge drückt in 
               Masseprozent von Natriumhydroxid: 
                                    V 
                       % NaOH = 0,4 - 
                                    M 
          Es ist denkbar, daß sich in der Titration skurve trotz der 
          Anzeichen für die Anwesenheit einer signi fikanten Natrium- 
          oder Kaliumhydroxidmenge kein ausgeprägte r Umschlagspunkt 
          ausbildet. In diesem Fall ist die Bestimm ung durch 
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          Titration in Isopropanol zu wiederholen. 
5.2.      Titration in Isopropanol 
5.2.1.    Reagenzien 
5.2.1.1.  Isopropanol 
5.2.1.2.  1 N HCl 
5.2.1.3.  0,1 N HCl in Isopropanol: Unmittelbar vor  dem Gebrauch 
          durch Verdünnung der wässerigen 1,0 N HCl  mit Isopropanol 
          anzusetzen. 
5.2.2.    Apparative Ausrüstung 
5.2.2.1.  übliche Laborgläser 
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 einig er Siedesteinchen 
          wird das Becherglas - sofern Ammoniak vor handen ist - in 
          einen Vakuumexsikkator gestellt und mit e iner 
          Wasserstrahlpumpe drei Stunden lang evaku iert, bis kein 
          Ammoniakgeruch mehr wahrnehmbar ist. Dana ch werden 100 ml 
          Isopropanol hinzugefügt, der Rückstand ho mogenisiert und 
          mit 0,1 N HCl in Isopropanol (5.2.1.3) ti triert. Die 
          Änderung des pH-Wertes (5.2.2.2) ist zu r egistrieren. 
5.2.4.    Berechnung 
          Wie in (5.1.4) tritt der erste Umschlagsp unkt bei einem 
          pH-Wert von etwa 9 auf. 
5.3.      Wiederholbarkeit (1) 
          Bei einem Gehalt von 5% m/m darf der Unte rschied zwischen 
          den Ergebnissen zweier Parallelbestimmung en an derselben 
          Probe nicht höher sein als 0,25%. 
 
--------------------------------------------------- ------------------ 
(1) Siehe Norm ISO/DIS 5725. 
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   IV. NACHWEIS UND QUANTITATIVE BESTIMMUNG VON OXA LSÄURE UND IHRER 
               ALKALISCHEN SALZE IN HAARPFLEGEMITTE LN 
 
1.        ZWECK UND ANWENDUNGSBEREICH 
          Die im folgenden beschriebene Methode ist  für die 
          quantitative und qualitative Bestimmung v on Oxalsäure und 
          deren Alkalisalze in Haarpflegemitteln ge eignet. Sie kann 
          in farblosen, wässerigen oder wässerigalk oholischen 
          Lösungen und Lotionen, die etwa 5% Oxalsä ure oder eine 
          äquivalente Menge deren Alkalisalze entha lten, verwendet 
          werden. 
 
2.        DEFINITION 
          Die nach dieser Methode bestimmten Gehalt e der Oxalsäure 
          und/oder ihrer Alkalisalze werden in Mass enprozent (m/m) 
          angegeben. 
 
3.        PRINZIP 
          Nach der Entfernung eventuell anwesender anionaktiver 
          Tenside mittels p-Toluidinhydrochlorid wi rd die Oxalsäure 
          und/oder ihre Alkalisalze gefällt und die  Lösung filtriert. 
          Der Niederschlag wird in Schwefelsäure ge löst und mit 
          Kaliumpermanganat titriert. 
 
4.        REAGENZIEN 
          Alle Reagenzien müssen analysenrein sein.  
4.1.      Ammoniumacetatlösung: 5%ig (m/m) 
4.2.      Calciumchloridlösung: 10%ig (m/m) 
4.3.      Äthanol: 95%ig (v/v) 
4.4.      Tetrachlorkohlenstoff 
4.5.      Diäthyläther 
4.6.      p-Toluidinhydrochloridlösung: 6,8%ig (m/m ) 
4.7.      0,1 N Kaliumpermanganatlösung 
4.8.      Schwefelsäure: 20%ig (m/m) 
4.9.      Salzsäure: 10%ig (m/m) 
4.10.     Natriumacetat . 3H tief 2 O 
4.11.     Eisessig 
4.12.     Schwefelsäure (1:1) 
4.13.     Bariumhydroxidlösung (gesättigt). 
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5.        GERÄTE 
5.1.      Scheidetricher: 500 ml 
5.2.      Bechergläser: 50 und 600 ml 
5.3.      Glasfiltertiegel: G-4 
5.4.      Meßzylinder: 25 und 100 ml 
5.5.      Pipetten: 10 ml 
5.6.      Saugflasche: 500 ml 
5.7.      Wasserstrahlpumpe 
5.8.      Thermometer: 0 bis 100 Grad C 
5.9.      Magnetrührer mit Heizelement 
5.10.     Magnetrührstäbchen, teflonbeschichtet 
5.11.     Bürette: 25 ml 
5.12.     Erlenmeyerkolben: 250 ml. 
 

6.        DURCHFÜHRUNG 
6.1.      6 bis 7 g der Probe werden in ein 50-ml-B echerglas 
          eingewogen, mit verdünnter Salzsäure (4.9 ) auf p tief H 
          = 3 eingestellt und dann die Lösung mit 1 00 ml 
          destilliertem Wasser in einen Scheidetric hter überführt. 
          Anschließend werden 25 ml Äthanol (4.3), 25 ml 
          p-Toluidinhydrochloridlösung (4.6) sowie 25 bis 30 ml 
          Tetrachlorkohlenstoff (4.4) hinzugefügt u nd die Mischung 
          kräftig geschüttelt. 
6.2.      Nach der Trennung der Phasen wird die unt ere Schicht 
          (organische Phase) verworfen, die Extrakt ion mit den unter 
          6.1 genannten Reagenzien wiederholt und d ie organische 
          Phase erneut verworfen. 
6.3.      Die wässerige Lösung wird in ein 600-ml-B echerglas gespült 
          und der noch in der Lösung enthaltene Tet rachlorkohlenstoff 
          verkocht. 
6.4.      Anschließend werden 50 ml Ammoniumacetatl ösung (4.1) 
          hinzugegeben, die Lösung zum Sieden erhit zt (5.9) und zu 
          der kochenden Lösung 10 ml erwärmte Calci umchloridlösung 
          (4.2) unter Rühren hinzugefügt; den Niede rschlag läßt man 
          absetzen. 
6.5.      Die vollständige Fällung wird durch Zusat z einiger Tropfen 
          Calciumchloridlösung (4.2) geprüft. Man l äßt auf 
          Zimmertemperatur abkühlen, fügt unter Rüh ren (5.10) 200 ml 
          Äthanol (4.3) hinzu und läßt diese Lösung  30 Minuten lang 
          stehen. 
6.6       Die Flüssigkeit wird durch einen Glasfilt ertiegel (5.3) 
          filtriert, der Niederschlag mit einer kle inen Menge warmem 
          Wasser (50 bis 60 Grad C) in den Glasfilt ertiegel 
          eingebracht und mit kaltem Wasser gewasch en. 
6.7.      Anschließend wird der Niederschlag noch f ünfmal mit wenig 
          Methanol (4.3) und etwas Diäthyläther (4. 5) nachgewaschen, 
          danach in 50 ml heißer Schwefelsäure (4.8 ) gelöst und die 
          Lösung durch einen Filtertiegel gesaugt. 
6.8.      Die Lösung wird quantitativ in einen Erle nmeyerkolben 
          (5.12) überführt und mit Kaliumpermangana tlösung (4.7) bis 
          zur schwachen Rosafärbung titriert. 
 
7.        BERECHNUNG 
          Der Oxalsäuregehalt der Probe wird in Mas senprozent nach 
          der folgenden Formel berechnet: 
                             A x 4,50179 x 100 
              % Oxalsäure = ----------------- 
                                 E x 1 000 
          hierbei ist: 
          A       = Verbrauch an 0,1 N Kaliumperman ganatlösung (6.8), 
          E       = Einwaage der Probe in Gramm (6. 1), 
          4,50179 = Umrechnungsfaktor für Oxalsäure . 
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8.        WIEDERHOLBARKEIT (1) 
          Bei einem Oxalsäuregehalt von etwa 5% (m/ m) darf der 
          Unterschied zwischen den Ergebnissen von zwei 
          Parallelbestimmungen an der gleichen Prob e 0,15% nicht 
          überschreiten. 
 
--------------------------------------------------- ------------------ 
(1) Siehe Norm ISO/DIS 5725. 
 

9.        NACHWEIS 
9.1.      Prinzip 
          Oxalsäure und/oder ihre Alkalisalze werde n als 
          Calciumoxalat gefällt und in Schwefelsäur e gelöst. Der 
          Lösung wird wenig Kaliumpermanganatlösung  hinzugegeben, das 
          durch Oxalat unter Freisetzen von Kohlens äure entfärbt 
          wird. Durch Einleiten der Kohlensäure in 
          Bariumhydroxidlösung entsteht ein weißer Niederschlag 
          (Trübung) von Bariumcarbonat. 
9.2.      Verfahren 
9.2.1.    Ein Teil der Probe wird nach 6.1 bis 6.3 behandelt; 
          eventuell enthaltene waschaktive Substanz en werden auf 
          diese Weise entfernt. 
9.2.2.    Etwa 10 ml der nach 9.2.1 erhaltenen Lösu ng wird eine 
          Spatelspitze Natriumacetat (4.10) zugegeb en und die Lösung 
          mit einigen Tropfen Eisessig (4.11) anges äuert. 
9.2.3.    Dieser Lösung wird eine 10%ige Calciumchl oridlösung (4.2) 
          zugegeben und danach die Lösung filtriert . Der 
          Calciumoxalatniederschlag wird in 2 ml Sc hwefelsäure 
          1 : 1 (4.12) gelöst. 
9.2.4.    Die Lösung wird in ein Reagenzglas eingeg eben und 
          tropfenweise etwa 0,5 ml 0,1 N Kaliumperm anganatlösung 
          hinzugefügt. Bei Gegenwart von Oxalat ent färbt sich diese 
          Lösung erst langsam und dann schnell. 
9.2.5.    Nach der Zugabe der Kaliumpermanganatlösu ng (4.7) wird das 
          Reagenzglas sofort mit einem geeigneten S topfen mit einem 
          Glasröhrchen verschlossen, leicht erwärmt  und die 
          freigesetzte Kohlensäure in gesättigte Ba riumhydroxidlösung 
          (4.13) eingeleitet. Die Bildung einer wei ßen Trübung von 
          Bariumcarbonat innerhalb von 3 bis 5 Minu ten zeigt das 
          Vorhandensein von Oxalsäure an. 
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          V. BESTIMMUNG DES CHLOROFORMGEHALTS IN ZA HNPASTEN 
 
1.        ZWECK UND ANWENDUNGSBEREICH 
          Die Methode beschreibt die gaschromatogra phische Bestimmung 
          von Chloroform in Zahnpasten. Sie eignet sich für die 
          Bestimmung eines Chloroformgehalts bis zu  5%. 
 
2.        DEFINITION 
          Das nach dieser Arbeitsvorschrift bestimm te Chloroform wird 
          in Massenprozent des Erzeugnisses ausgedr ückt. 
 
3.        PRINZIP 
          Die Zahnpasta wird in einem Gemisch von D imethylformamid 
          und Methanol, dem eine bekannte Menge Ace tonitril als 
          interner Standard zugegeben ist, suspendi ert und 
          zentrifugiert. Ein Teil der flüssigen Pha se wird 
          gaschromatographisch analysiert und danac h der 
          Chloroformgehalt berechnet. 
 
4.        REAGENZIEN 
          Alle Reagenzien müssen analysenrein sein.  
4.1.      Porapak Q oder Chromosorb 101, 80 - 100 m esh oder 
          gleichwertiges Material 
4.2.      Acetonitril 
4.3.      Chloroform 
4.4.      Dimethylformamid 
4.5.      Methanol 
4.6.      Lösung für den internen Standard: 
          Mit einer Pipette werden 5 ml Dimethylfor mamid (4.4) in 
          einen 50-ml-Meßkolben eingegeben und hier zu etwa 300 mg (M) 
          Acetonitril genau eingewogen. Danach wird  bis zur Marke mit 
          Dimethylformamid aufgefüllt und gemischt.  
4.7.      Lösung zur Bestimmung des relativen Anspr echfaktors: 
          5,0 ml der internen Standardlösung (4.6) werdem (Anm.: 
          richtig: werden) mit einer Pipette in ein en 10-ml-Meßkolben 
          gegeben, hierzu etwa 300 mg (M tief 1) Ch loroform (4.3) 
          genau eingewogen und bis zur Marke mit Di methylformamid 
          aufgefüllt. 
 
5.        GERÄTE 
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5.1.      Analysenwaage 
5.2.      Gaschromatograph mit Flammenionisationsde tektor 
5.3.      Injektionsspritze: 5 bis 10 myl mit 
          0,1-Mikrolitereinteilung 
5.4.      Meßpipetten: 1, 4 und 5 ml 
5.5.      Meßkolben: 10 und 50 ml 
5.6.      Reagenzgläser mit etwa 20 ml Volumen mit Schraubstopfen, 
          der an der Innenseite mit einem teflonbes chichteten 
          Verschlußplättchen versehen ist 
5.7.      Zentrifuge 
 

6.        DURCHFÜHRUNG 
6.1.      Empfohlene gaschromatographische Bedingun gen 
6.1.1.    Säulentyp: Glas 
          Länge: 150 cm 
          Durchmesser innen: 4 mm 
          Durchmesser außen: 6 mm 
6.1.2.    Säulenfüllmaterial: Poropak Q oder Chromo sorb 101 - 80 bis 
          100 mesh oder gleichwertiges Material (4. 1). 
6.1.3.    Detektor: Flammenionisationsdetektor, des sen 
          Empfindlichkeit so einzustellen ist, daß bei Injektion von 
          3 myl der Lösung (4.7) die Höhe des Aceto nitril-Peaks etwa 
          3/4 der Gesamtskala abdeckt. 
6.1.4.    Gase: 
          Trägergas: Stickstoff - 65 ml pro min. 
          Hilfsgase: Luft oder Sauerstoff; der Gasd urchsatz für den 
          Flammenionisationsdetektor ist so einzust ellen, daß der 
          Luft- oder Sauerstoffdurchsatz 5- bis 10m al höher als der 
          Wasserstoffdurchsatz ist. 
          Wasserstoff. 
6.1.5.    Temperatur: 
          Injektionsblock: 210 Grad C 
          Detektor: 210 Grad C 
          Säule: 175 Grad C 
6.1.6.    Schreiber: 
          Papiervorschub etwa 100 cm pro Stunde. 
6.2.      Probenvorbereitung 
          Die Probe für die Analyse wird einer noch  nicht geöffneten 
          Tube entnommen. Ein Drittel des Tubeninha lts ist zu 
          verwerfen. Danach wird die Tube verschlos sen, der Inhalt 
          gründlich durchgemischt und die Analysenp robe entnommen. 
6.3.      Quantitative Bestimmung 
6.3.1.    6 bis 7 g (M tief 0) der nach (6.2) vorbe reiteten 
          Zahnpastenprobe werden auf 10 mg genau in  ein Reagenzglas 
          mit Schraubstopfen (5.6) eingewogen und e inige Glasperlen 
          beigegeben. 
6.3.2.    In das Reagenzglas werden 5,0 ml der Stan dardlösung (4.6), 
          4 ml Dimethylformamid (4.4) und 1 ml Meth anol (4.5) 
          einpipettiert, mit dem Schraubstopfen ver schlossen und 
          homogenisiert. 
6.3.3.    Das verschlossene Reagenzglas wird eine h albe Stunde 
          mechanisch geschüttelt und dann etwa 15 M inuten bei einer 
          Drehzahl, die eine saubere Trennung der P hasen erlaubt, 
          zentrifugiert. 
          Bemerkung: Gelegentlich kommt es vor, daß  die flüssige 
          Phase nach dem Zentrifugieren noch getrüb t ist. Hier läßt 
          sich eine Verbesserung erreichen indem ma n 1 bis 2 g 
          Natriumchlorid zu der flüssigen Phase gib t und erneut 
          zentrifugiert. 
6.3.4.    3 myl dieser Lösung (6.3.3) werden unter den in (6.1) 
          beschriebenen Bedingungen injiziert. Dies er Vorgang wird 
          wiederholt. Bei Beachtung der oben beschr iebenen 
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          Voraussetzungen gelten als Retentionszeit en 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 Ansprechfakt ors werden 3 myl 
          der Lösung (4.7) injiziert. Dieser Vorgan g ist zu 
          wiederholen. Der relative Ansprechfaktor ist täglich zu 
          bestimmen. 
 
7.        BERECHNUNG 
7.1.      Berechnung des relativen Ansprechens 
7.1.1.    Die Höhe und die Breite in halber Höhe de s 
          Acetonitril-Peaks und des Chloroform-Peak s ist zu messen 
          und die Fläche der beiden Peaks mit der F ormel 
          Höhe x Breite (in halber Höhe) zu berechn en. 
7.1.2.    Man bestimmt die Fläche der nach (6.3.5) erhaltenen 
          Chromatogramme und berechnet den relative n Ansprechfaktor 
          f tief s mit Hilfe folgender Formel: 
                            As . Mi   As . 1/10 M 
                 f tief s = ------- = -----------; 
                            Ms . Ai   Ai . M1 
          hierbei ist: 
          f tief s = relativer Ansprechfaktor für d as Chloroform, 
          As       = Fläche des Chloroform-Peaks (6 .3.5), 
          Ai       = Fläche des Acetonitril-Peaks ( 6.3.5), 
          Ms       = Chloroformmenge in mg pro 10 m l der nach (6.3.6) 
                     aufgegebenen Lösung (= M tief 1), 
          Mi       = Acetonitrilmenge in mg pro 10 ml der nach 
                     (6.3.6) aufgegebenen Lösung (=  1/10 M) 
          Abschließend wird das Mittel der festgest ellten Werte 
          berechnet. 
7.2.      Berechnung des Chloroformgehalts 
7.2.1.    Berechnet wird die Fläche des Chloroform- Peaks und des 
          Acetonitril-Peaks der gemäß (6.3.4) erhal tenen und nach 
          (7.1.1) ausgewerteten Chromatogramme. 
7.2.2.    Der Gehalt der Zahnpasta an Chloroform wi rd nach der 
          folgenden Formel berechnet: 
                           As . Mi 
                     % X = ------------------------ - . 100% = 
                           f tief s . M tief sx . A i 
                           As . M 
                           ------------------------ ------; 
                           f tief s . Ai . M tief o  . 100 
          hierbei ist: 
          % X       = Gehalt an Chloroform in % der  Masse der 
                      Zahnpasta, 
          As        = Fläche des Chloroform-Peaks ( 6.3.4), 
          Ai        = Fläche des Acetonitril-Peaks (6.3.4), 
          M tief sx = Masse in mg der nach (6.3.1) geprüften 
                      Analysenprobe (= 1 000 . M ti ef o), 
          Mi        = Acetonitrilmenge in mg pro 10  ml der nach 
                      (6.3.2) erhaltenen Lösung (1/ 10 M). 
          Abschließend wird der Mittelwert der fest gestellten Gehalte 
          berechnet. Das Ergebnis wird mit einer De zimalstelle nach 
          dem Komma angegeben. 
 
8.        WIEDERHOLBARKEIT (1) 
          Bei einem Chloroformgehalt von 3% m/m dar f der Unterschied 
          zwischen den Ergebnissen zweier Parallelb estimmungen an 
          derselben Probe nicht höher sein als 0,3% . 
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--------------------------------------------------- ------------------ 
(1) Siehe Norm ISO/DIS 5725. 
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                    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 en thalten 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 
          Das gelöste Zinksalz wird in saurem Milie u als 
          Zink-2-methyl-8-oxychinolat gefällt. Der Niederschlag wird 
          abfiltriert, getrocknet und ausgewogen. 
 
4.        REAGENZIEN 
          Alle Reagenzien müssen analysenrein sein.  
4.1.      Ammoniak, konz. 25%ig (m/m); d hoch 20 ti ef 4 = 0,91 
4.2.      Eisessig 
4.3.      Ammoniumacetat 
4.4.      2-Methyl-8-oxychinolin 
4.5.      Ammoniaklösung: 6%ig (m/v). Hierzu werden  240 g Ammoniak 
          (4.1) in einen 1 000-ml-Meßkolben gegeben  und mit 
          destilliertem Wasser bis zur Marke aufgef üllt. 
4.6.      Ammoniumacetatlösung; 0,2 molar: Hierzu w erden 15,4 g 
          Ammoniumacetat (4.3) in destilliertem Was ser gelöst, die 
          Lösung in einen 1 000-ml-Meßkolben eingeg eben, bis zur 
          Marke mit destilliertem Wasser aufgefüllt  und gemischt. 
4.7.      2-Methyl-8-oxychinolin-Lösung: 5 g 2-Meth yl-8-oxychinolin 
          werden in 12 ml Eisessig in einem 1 000-m l-Meßkolben 
          gelöst, bis zur Marke mit destilliertem W asser aufgefüllt 
          und gemischt. 
 
5.        GERÄTE 
5.1.      Meßkolben: 100 und 1 000 ml 
5.2.      Bechergläser: 400 ml 
5.3.      Meßzylinder: 50 und 150 ml 
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5.4.      Meßpipetten: 10 ml 
5.5.      Glasfiltertiegel G 4 
5.6.      Saugflasche: 500 ml 
5.7.      Wasserstrahlpumpe 
5.8.      Thermometer: Skala 0 bis 100 Grad C 
5.9.      Exsikkator mit geeignetem Trocknungsmitte l mit 
          Feuchtigkeitsindikator, z. B. Silikagel o der gleichwertiges 
5.10.     Trockenschrank: eingestellt auf 150 +- 2 Grad C 
5.11.     pH-Indikatorpapier 
5.12.     Heizplatte 
5.13.     Filterpapier: Whatman Nr. 4 oder entsprec hendes Fabrikat 
 

6.        DURCHFÜHRUNG 
6.1.      5 bis 10 g (M) der zu untersuchenden Prob e, die etwa 50 bis 
          100 mg Zink enthalten, werden in ein 400- ml-Becherglas 
          eingewogen, 50 ml destilliertes Wasser hi nzugefügt und der 
          Inhalt durchgemischt. 
„6.1.1.  Die Mischung wird erforderlichenfalls mit Hilfe einer 
          Vakuumpumpe filtriert und das Filtrat ges ammelt. 
6.1.2.    Die Extraktion wird nach Zugabe von 50 ml  destilliertem 
          Wasser wiederholt. Nach dem Filtrieren we rden die Filtrate 
          vereint''. 
6.2.      Für je 10 mg in der Lösung (6.1) enthalte nes Zink werden 
          2 ml der 2-Methyl-8-oxychinolinlösung (4. 7) zugegeben und 
          erneut durchgemischt. 
6.3.      Nach dem Verdünnen mit 150 ml destilliert em Wasser wird die 
          Lösung auf 60 Grad C erwärmt (5.12), dann  werden unter 
          Rühren 45 ml 0,2 molare Ammoniumacetatlös ung (4.6) 
          hinzugegeben. 
6.4.      Der pH-Wert der Lösung wird durch Einrühr en von 
          Ammoniaklösung (4.5) auf 5,7 bis 5,9 eing estellt; er wird 
          mit pH-Indikatorpapier (5.11) kontrollier t. 
6.5.      Die Lösung wird 30 Minuten lang stehengel assen und danach 
          mit einer Wasserstrahlpumpe durch eine zu vor bei 150 Grad C 
          getrocknete und nach dem Abkühlen gewogen e (M tief 0) 
          Fritte (G 4) filtriert. Anschließend wird  der in der Fritte 
          gesammelte Niederschlag mit insgesamt 150  ml etwa 95 Grad C 
          heißem destilliertem Wasser gewaschen. 
6.6.      Der Niederschlag wird in einem Trockenofe n bei 150 Grad 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 Abkühlen auf Zimmertem peratur wird deren 
          Masse (M tief 1) bestimmt. 
 
7.        BERECHNUNG 
          Der Zinkgehalt der Probe wird in Massenpr ozenten (% m/m) 
          nach folgender Formel berechnet: 
                                (M tief 1 - M tief o) x 17,12 
                       % Zink = ------------------- ----------; 
                                              M 
          hierbei ist: 
          M        = Masse in Gramm der Probe (6.1) , 
          M tief o = Masse in Gramm der leeren und getrockneten 
                     Fritte (6.5), 
          M tief 1 = Masse in Gramm der Fritte mit dem Niederschlag 
                     (6.7). 
 
8.        WIEDERHOLBARKEIT (1) 
          Bei einem Zinkgehalt von etwa 1% (m/m) da rf der Unterschied 
          zwischen den Ergebnissen von 2 Parallelbe stimmungen an der 
          gleichen Probe 0,1% nicht überschreiten. 
 



  Bundesrecht 

www.ris.bka.gv.at  Seite 3 von 3 

--------------------------------------------------- ------------------ 
(1) Siehe Norm ISO/DIS 5725. 
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VII. NACHWEIS UND QUANTITATIVE BESTIMMUNG DER PHENO LSULFONSÄURE 
 
1.        ZWECK UND ANWENDUNGSBEREICH 
          Die Methode beschreibt die qualitative un d quantitative 
          Bestimmung der Phenolsulfonsäure in kosme tischen 
          Erzeugnissen, z. B. in Aerosolen und Gesi chtswässern. 
 
2.        DEFINITION 
          Die nach dieser Vorschrift bestimmte Phen olsulfonsäure wird 
          in Massenprozent als Zinkphenolsulfonsäur e (wasserfreie 
          Substanz) ausgedrückt, siehe Punkt 11. 
 
3.        PRINZIP 
          Der zu analysierende Teil der Probe wird unter vermindertem 
          Druck eingeengt, in Wasser gelöst und mit  Chloroform 
          extrahiert. Die Bestimmung der Phenolsulf onsäure erfolgt 
          bromo-jodometrisch in einem aliquoten Tei l der gereinigten 
          und filtrierten wässerigen Lösung. 
 
4.        REAGENZIEN 
          Alle Reagenzien müssen analysenrein sein.  
4.1.      Salzsäure, konz. 36%ig (d hoch 20 tief 4 = 1,18) 
4.2.      Chloroform 
4.3.      n-Butanol 
4.4.      Eisessig 
4.5.      Kaliumjodid 
4.6.      Kaliumbromid 
4.7.      Natriumcarbonat 
4.8.      Sulfanilsäure 
4.9.      Natriumnitrit 
4.10.     Kaliumbromatlösung: 0,1 N 
4.11.     Natriumthiosulfatlösung: 0,1 N 
4.12.     Stärkelösung: 1%ig (m/v) in Wasser 
4.13.     Natriumcarbonatlösung: 2%ig (m/v) in Wass er 
4.14.     Natriumnitritlösung: 4,5%ig (m/v) in Wass er 
4.15.     Dithizonlösung: 0,05%ig (m/v) in Chlorofo rm 
4.16.     Fließmittel: n-Butanol-Eisessig-Wasser (4 :1:5), v); nach 
          dem Mischen im Scheidetrichter wird die u ntere Phase 
          verworfen. 



  Bundesrecht 

www.ris.bka.gv.at  Seite 2 von 4 

4.17.     Reagenz nach Pauly für die Dünnschichtchr omatographie: 
          4,5 g Sulfanilsäure (4.8) werden in 45 ml  konzentrierter 
          Salzsäure (4.1) unter Erwärmen gelöst und  die Lösung mit 
          Wasser auf 500 ml verdünnt. 10 ml der Lös ung werden in 
          Eiswasser gekühlt und unter Rühren 10 ml klare 
          Natriumnitritlösung (4.14) zugesetzt. Dan ach läßt man die 
          Lösung ca. 15 Minuten bei 0 Grad C stehen  - die Lösung ist 
          bei dieser Temperatur 1 bis 3 Tage stabil ; kurz vor dem 
          Besprühen (7.5) werden 20 ml Natriumcarbo natlösung (4.13) 
          hinzugegeben. 
4.18.     Zellulosebeschichtete Fertigplatten für d ie 
          Dünnschichtchromatographie; Format 20 x 2 0 cm, Dicke der 
          Sorbtionsschicht 0,25 mm. 
 
5.        GERÄTE 
5.1.      Rundkolben mit Schliff: 100 ml 
5.2.      Scheidetrichter: 100 ml 
5.3.      Erlenmeyerkolben mit Schliff: 250 ml 
5.4.      Bürette: 25 ml 
5.5.      Vollpipetten: 1, 2 und 10 ml 
5.6.      Meßpipette: 5 ml 
5.7.      Injektionsspritze: 10 myl mit 0,1 Mikroli terskala 
5.8.      Thermometer: Skala von 0 bis 100 Grad C 
5.9.      Wasserbad mit Heizung 
5.10.     Trockenofen: gut ventiliert und auf 80 Gr ad C eingestellt 
5.11.     Übliche Ausrüstung für die Dünnschichtchr omatographie 
 
6.        PROBENVORBEREITUNG 
          Für die im folgenden beschriebene qualita tive und 
          quantitative Bestimmung der Phenolsulfons äure in Aerosolen 
          kann der Rückstand des Sprühdoseninhalts verwendet werden, 
          der durch Abdestillation der flüchtigen L ösungs- und 
          Treibmittel unter normalem Druck erhalten  wird. 
 
7.        IDENTIFIZIERUNG 
7.1.      Auf der Startlinie - 1 cm über der untere n Kante der 
          Dünnschichtplatte (4.18) - werden auf sec hs Punkte mit 
          einer Injektionsspritze (5.7) jeweils 5 m yl des Rückstandes 
          (6) oder der Probe aufgetragen. 
7.2.      Die Platte wird in eine Entwicklungskamme r mit dem 
          Fließmittel (4.16) eingesetzt und so lang e entwickelt, bis 
          die Fließmittelfront 15 cm über der Start linie erreicht 
          hat. 
7.3.      Dann wird die Platte aus der Entwicklungs kammer genommen, 
          bei 80 Grad C getrocknet, bis keine Essig säuredämpfe mehr 
          wahrnehmbar sind, anschließend mit Natriu mcarbonatlösung 
          (4.13) besprüht und an der Luft getrockne t. 
7.4.      Die eine Hälfte der Platte wird mit einer  Glasplatte 
          abgedeckt und der nicht abgedeckte Teil m it 0,05%iger 
          Dithizonlösung (4.15) besprüht. Zink-Ione n werden durch 
          Bildung rotvioletter Flecke angezeigt. 
7.5.      Dann wird die bereits besprühte Hälfte mi t Pauly-Reagens 
          (4.17) besprüht. Die p-Phenolsulfonsäure (R tief f-Wert 
          etwa 0,26) wird als gelb-brauner, die m-P henolsulfonsäure 
          (R tief f-Wert etwa 0,45) als gelber Flec k im Chromatogramm 
          sichtbar. 
 
8.        QUANTITATIVE BESTIMMUNG 
8.1.      10 g der Probe oder des Rückstandes (6) w erden in einen 
          100-ml-Rundkolben eingewogen und mittels eines 
          Rotationsverdampfers im Vakuum im Wasserb ad von 40 Grad C 
          annähernd zur Trocknung eingeengt. 
8.2.      Danach werden 10,0 ml (V tief 1) Wasser i n den Kolben 



  Bundesrecht 

www.ris.bka.gv.at  Seite 3 von 4 

          einpipettiert und der Abdampfrückstand (8 .1) in der Wärme 
          gelöst. 
8.3.      Die Lösung wird in einen Scheidetrichter (5.2) quantitativ 
          überführt und die wässerige Lösung zweima l mit jeweils 
          20 ml Chloroform (4.2) extrahiert; die Ch loroformphase wird 
          nach jeder Extraktion verworfen. 
8.4.      Die wässerige Lösung wird durch einen Pap ierfilter 
          filtriert und je nach dem erwarteten Geha lt an 
          Phenolsulfonsäure 1,0 oder 2,0 ml (V tief  2) des Filtrats 
          in einen 250-ml-Erlenmeyerkolben (5.3) ei ngegeben und mit 
          destilliertem Wasser auf 75 ml verdünnt. 
8.5.      Anschließend werden 2,5 ml 36%ige Salzsäu re (4.1) sowie 
          2,5 g Kaliumbromid (4.6) zugefügt, durchg emischt und die 
          Lösung im Wasserbad auf 50 Grad C erwärmt . 
8.6.      Aus einer Bürette wird so viel 0,1 N Kali umbromatlösung 
          (4.10) hinzugefügt, bis die Farbe der 50 Grad C warmen 
          Lösung nach gelb umschlägt. 
8.7.      Nach dem Zusatz weiterer 3,0 ml Kaliumbro matlösung (4.10) 
          wird der Kolben verschlossen und 10 Minut en in ein 
          Wasserbad (50 Grad C) eingestellt. Sollte  nach 10 Minuten 
          die Gelbfärbung der Lösung verschwunden s ein, werden 
          weitere 2,0 ml Kaliumbromatlösung (4.10) in den Kolben 
          gegeben, dieser erneut mit dem passenden Stopfen 
          verschlossen und weitere 10 Minuten in da s Wasserbad 
          eingestellt. Die Gesamtmenge (a) der zuge gebenen 
          Kaliumbromatlösung ist festzuhalten. 
8.8.      Die Lösung wird auf Zimmertemperatur abge kühlt, 2 g 
          Kaliumjodid (4.5) zugegeben und durchgemi scht. 
8.9.      Das gebildete Jod wird mit 0,1 N Natriumt hiosulfatlösung 
          (4.11) titriert. Zum Abschluß der Titrati on werden einige 
          Tropfen Stärkelösung (4.12) als Indikator  zugesetzt. Die 
          verbrauchte Menge Natriumthiosulfat (b) i st festzuhalten. 
 
9.        BERECHNUNG 
          Der Gehalt an Zinkphenolsulfonat der Prob e oder des 
          Rückstands (6) wird in Massenprozent (% m /m) mittels 
          folgender Formel berechnet: 
                                 (a-b) x V tief 1 x  0,00514 x 100 
          % Zinkphenolsulfonat = ------------------ --------------; 
                                           m x V ti ef 2 
          hierbei ist 
          a        = Gesamtverbrauch in ml an 0,1 N  
                     Kaliumbromatlösung (8.7), 
          b        = Verbrauch an 0,1 N Natriumthio sulfatlösung für 
                     die Rücktitration in ml (8.9),  
          m        = Einwaage der Probe (des Rückst ands) in g (8.1), 
          V tief 1 = Volumen der nach 8.2 erhaltene n Lösung in ml, 
          V tief 2 = Volumen des für die Analyse ve rwendeten gelösten 
                     Abdampfrückstands (8.4) in ml.  
          Bemerkung 
          Bei Aerosolen muß das Meßergebnis in % (m /m) des Rückstands 
          (6) auf das ursprüngliche Erzeugnis umger echnet werden. 
 
10.       WIEDERHOLBARKEIT (1) 
          Bei einem Gehalt von etwa 5% Zinkphenolsu lfonat darf der 
          Unterschied zwischen den Ergebnissen von 
          2 Parallelbestimmungen an der gleichen Pr obe nicht mehr als 
          0,5% relativ betragen. 
 
--------------------------------------------------- ------------------ 
(1) Siehe Norm ISO/DIS 5725. 
 
11.       INTERPRETATION DER MESSERGEBNISSE 
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          Nach der Richtlinie für kosmetische Mitte l dürfen 
          Gesichtswässer und Deodorantien höchstens  6% (m/m) 
          Zinkphenolsulfonat enthalten. Aufgrund di eser Vorschrift 
          muß neben dem Gehalt an Phenolsulfonsäure  auch der Gehalt 
          an Zink bestimmt werden. Multipliziert ma n 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 Phenolsulfonsäure mindestens in dem Erzeugnis enthalten sein muß. 
Der tatsächliche, gravimetrisch bestimmte Zinkgehalt - siehe die entsprechende Vorschrift kann jedoch höher 
sein, da zur Herstellung kosmetischer Mittel auch Zinkchlorid und/oder Zinksulfat verwendet werden darf. 
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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, möglich. Vor einer jodometrischen Bestimmung von 
Wasserstoffperoxid müssen daher etwaige andere anwesende Oxidationsmittel erkannt und nachgewiesen 
werden. Dieser Nachweis gliedert sich in zwei Teile; der erste Teil erfaßt die Persulfate, Bromate sowie 
Wasserstoffperoxid und der zweite Teil Bariumperoxid. 
 

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 - w erden mit Hilfe 
          der absteigenden Papierchromatographie un ter Verwendung von 
          zwei Fließmitteln nachgewiesen. 
 
2.        REAGENZIEN 
          Alle Reagenzien müssen analysenrein sein.  
2.1.      Referenzlösungen 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.      Fließmittel A: 80%iges Äthanol (v/v) 
2.3.      Fließmittel B: Benzol - Methanol - Isoamy lalkohol - Wasser 
          (34 + 38 + 18 + 10) (v/v/v/v) 
2.4.      Sprühmittel A: 10%ige Kaliumjodidlösung ( m/v) in Wasser 
2.5.      Sprühmittel B: 1%ige Stärkelösung (m/v) i n Wasser 
2.6.      Sprühmittel C: 10%ige Salzsäure (m/m) 
2.7.      Salzsäure: 4 N 
 

3.        GERÄTE UND HILFSMITTEL 
3.1.      Papier für die Chromatographie (Whatman-P apier Nr. 3 oder 
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          Nr. 4 oder gleichwertiges Papier) 
3.2.      Mikropipette 1 myl 
3.3.      Meßkolben 100 ml 
3.4.      Faltenfilter 
3.5.      Ausrüstung zur Durchführung der absteigen den 
          Papierchromatographie 
 
4.        VORBEREITUNG DER PROBEN 
4.1.      Wasserlösliche Erzeugnisse 
          Von jedem Muster sind zwei Lösungen herzu stellen, von denen 
          bei der ersten 1 und bei der zweiten 5 Gr amm des 
          Erzeugnisses in 100 ml Wasser aufgelöst w erden. Von jeder 
          dieser Lösungen ist 1 Mikroliter für die Durchführung der 
          unter Punkt 5 beschriebenen Papierchromat ographie zu 
          benutzen. 
4.2.      Nicht vollkommen wasserlösliche Erzeugnis se 
4.2.1.    1 bzw. 5 Gramm der Probe werden gewogen u nd in 50 ml Wasser 
          suspendiert, beide Suspensionen mit Wasse r auf 100 ml 
          auffüllen und gut durchschütteln. Beide S uspensionen werden 
          filtriert und von jedem Filtrat ein Mikro liter zur 
          Durchführung der unter 5 beschriebenen Ch romatographie 
          verwendet. 
4.2.2.    Es sind erneut von jeder Probe zwei Suspe nsionen 
          anzufertigen, indem 1 bzw. 5 Gramm in 50 ml Wasser 
          suspendiert, mit verdünnter Salzsäure (2. 7) angesäuert, mit 
          Wasser auf 100 ml aufgefüllt und durchmis cht werden. Die 
          Suspensionen werden filtriert und ein Mik roliter von beiden 
          Filtraten zur Durchführung der unter 5 be schriebenen 
          Papierchromatographie verwendet. 
4.3.      Cremes 
          Von jedem Erzeugnis werden 5 g und 20 g i n je 100 ml Wasser 
          suspendiert und die Suspensionen zur Durc hführung der unter 
          5 beschriebenen Papierchromatographie ver wendet. 
 
5.        ARBEITSWEISE 
5. 1.     Zwei Chromatographiegefäße zur Durchführu ng der 
          absteigenden Papierchromatographie mit ei ner geeigneten 
          Menge des Fließmittels A (2.2) und B (2.3 ) füllen. Die 
          Chromatographiegefäße werden wenigstens 2 4 Stunden lang mit 
          den Dämpfen der Fließmittel gesättigt. 
5.2.      Auf einen 40 cm langen und 20 cm breiten Papierstreifen 
          Whatman-Papier Nr. 3 (3.1) dieser kann au ch ein anderes 
          geeignetes Format haben - auf je einen St artpunkt 1 myl der 
          gemäß 4 und 2.1 zubereiteten Probe- und R eferenzlösung 
          auftragen und das Lösungsmittel an der Lu ft verdampfen 
          lassen. 
5.3.      Das Chromatographiepapier (5.2) in das mi t dem 
          Fließmittel A (5.1) gefüllte Chromatograp hiegefäß hängen 
          und chromatographieren, bis sich die Flie ßmittelfront in 
          einem Abstand von 35 cm von der Startlini e befindet. Die 
          hierzu erforderliche Laufzeit beträgt ung efähr 15 Stunden. 
5.4.      Die Vorgänge gemäß 5.2 und 5.3 mit Whatma n-Papier Nr. 4 
          (oder gleichwertiges Papier) (3.1) und Fl ießmittel B 
          wiederholen. Chromatographieren, bis die Fließmittelfront 
          35 cm von der Startlinie beträgt. Die hie rzu erforderliche 
          Zeit beträgt ungefähr 5 Stunden. 
5.5.      Nach Entwicklung werden die Papierstreife n aus den 
          Chromatographiegefäßen herausgenommen und  an der Luft 
          getrocknet. 
5.6.      Die Verbindungen werden auf dem Chromatog ramm durch 
          Besprühen mit Dedektionsmitteln auf dem P apierstreifen 
          sichtbar gemacht. Dabei ist wie folgt vor zugehen: 
5.6.1.    Zunächst mit Sprühmittel A (2.4) und kurz  danach mit 
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          Sprühmittel B (2.5) besprühen. Zunächst e rscheinen die 
          Flecke der Persulfate und danach die des 
          Wasserstoffperoxids auf dem Chromatogramm . Die Flecke sind 
          mit Bleistift zu markieren. 
5.6.2.    Mit Sprühmittel C (2.6) werden die nach 5 .6.1 erhaltenen 
          Chromatogramme besprüht. Vorhandene Broma te werden auf dem 
          Chromatogramm als grau-blaue Flecke sicht bar. 
5.7.      R tief f-Werte der Vergleichssubstanzen ( 2.1) unter den 
          oben beschriebenen Bedingungen für die Fl ießmittel A (2.2) 
          und B (2.3): 
                           Fließmittel A (2.2)    F ließmittel 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 Wasserstoffpe roxid nach dem 
          Ansäuern der Probe (A.4.2); 
          - sofern keine Persulfate vorhanden sind (A), durch 
            Hinzufügen von verdünnter Schwefelsäure  in einen Teil der 
            sauren Probelösung (B.4.1). Es entsteht  ein weißer 
            Bariumsulfatniederschlag. Barium-Ionen werden in der 
            Probelösung (4.1) papierchromatographis ch nach der unten 
            beschriebenen Methode (5) nochmal nachg ewiesen; 
          - falls Bariumperoxid und Persulfate glei chzeitig vorhanden 
            sind (B.4.2), ist der Rückstand der Lös ung alkalisch 
            aufzuschließen und in HCl zu lösen. Der  Nachweis von 
            Barium-Ionen (B.4.2.3) erfolgt sowohl 
            papierchromatographisch als auch durch Fällung als 
            Bariumsulfat. 
 
2.          REAGENZIEN 
2.1.        Methanol 
2.2.        36%ige (m/m) konzentrierte Salzsäure 
2.3.        Salzsäure 6 N 
2.4.        Schwefelsäure 4 N 
2.5.        Dinatriumrhodizonat 
2.6.        Bariumchlorid (BaCl tief 2 . 2H tief 2 O) 
2.7.        Natriumcarbonat, wasserfrei 
2.8.        1%ige Bariumchloridlösung in Wasser (m/ v) 
2.9.        Fließmittel: Methanol/36%ige Salzsäure/ Wasser 
            (80+10+10) (v/v/v/) 
2.10.       Sprühmittel: 0,1%ige Dinatriumrhodizona tlösung in Wasser 
            (m/v); die Lösung ist kurz vor Gebrauch  frisch 
            herzustellen. 
 
3.          GERÄTE UND HILFSMITTEL 
3.1.        Mikropipette 5 myl 
3.2.        Platintiegel 
3.3.        Meßkolben 100 ml 
3.4.        Chromatographiepapier (Schleicher und S chüll 2043b, oder 
            gleichwertiges). Zur Vorbereitung ist d as Papier eine 
            Nacht lang absteigend mit dem Fließmitt el (B.2.9) zu 
            chromatographieren (A.3.5) und danach z u trocknen. 
3.5.        Faltenfilter 
3.6.        Ausrüstung für die aufsteigende Papierc hromatographie 
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4.          VORBEREITUNG DER PROBEN 
4.1.        Erzeugnisse, in denen keine Persulfate enthalten sind 
4.1.1.      2 Gramm des Erzeugnisses werden in 50 m l Wasser 
            suspendiert (auflösen). Der pH-Wert der  Lösung wird mit 
            Salzsäure auf etwa 1 eingestellt (B.2.3 ). 
4.1.2.      Die Lösung (Suspension) wird mit Wasser  in einen 
            100-ml-Meßkolben überführt, mit Wasser bis zur Marke 
            aufgefüllt und gemischt. Die Lösung wir d, 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 (auflösen) und filtriert. 
4.2.2.      In einem Platintiegel (B.3.2) wird dem getrockneten 
            Rückstand das Sieben- bis Zehnfache sei nes Gewichts an 
            Natriumcarbonat hinzugefügt (B.2.7), du rchgemischt und so 
            lange erhitzt, bis eine Schmelze entste ht (30 min.). 
4.2.3.      Die auf Raumtemperatur abgekühlte Schme lze wird in 50 ml 
            Wasser suspendiert und filtriert (B.3.5 ). 
4.2.4.      Der Schmelzrückstand wird in 6 N Salzsä ure (B.2.3) 
            aufgelöst und mit Wasser auf 100 ml auf gefüllt. Diese 
            Lösung wird für die nachstehend beschri ebene 
            papierchromatographische Analyse und fü r die 
            Identifizierung der Bariumionen durch F ällung als 
            Bariumsulfat verwendet. 
 
5.          ARBEITSWEISE 
5.1.        In ein Chromatographiegefäß für aufstei gende 
            Papierchromatographie wird eine geeigne te Menge 
            Fließmittel (B.2.9) gegeben und das Gef äß wenigstens 
            15 Stunden lang mit den Dämpfen des Fli eßmittels 
            gesättigt. 
5.2.        Auf ein - in der in Punkt (B.3.4) besch riebenen Weise 
            vorbehandeltes - Stück Chromatographiep apier werden auf 
            drei Startpunkte jeweils 5 myl der unte r (B.4.1.2) und 
            (B.4.2.4) hergestellten Lösungen und de r Referenzlösung 
            (B.2.8) gegeben. 
5.3.        Das Lösungsmittel an der Luft verdampfe n lassen. Es wird 
            aufsteigend chromatographiert, bis die Fließmittelfront 
            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 Aufsp rühen des 
            Sprühmittels (B.2.10) auf das Chromatog ramm sichtbar 
            machen. 
            Ist Barium vorhanden, so entstehen rote  Flecke mit einen 
            Rf-Wert von ungefähr 0,10. 
 
               C. DIE BESTIMMUNG VON WASSERSTOFFPER OXID 
 
1.          PRINZIP 
            Die jodometrische Bestimmung von Wasser stoffperoxid 
            verläuft nach der folgenden Reaktion: 
            H tief 2 O tief 2 + 2H hoch + + 2J hoch  - ----> J tief 2 
                             + 2H tief 2 O. 
            Diese langsam verlaufende Umsetzung wir d durch 
            Ammoniummolybdat beschleunigt. Das gebi ldete Jod wird mit 
            Natriumthiosulfatlösung titrimetrisch b estimmt und ist 
            ein Maß für den Gehalt an Wasserstoffpe roxid. 
 
2.          DEFINITION 
            Der auf nachstehende Weise gemessene 
            Wasserstoffperoxidgehalt wird in Massen -Prozent (% m/m) 
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            der Ware ausgedrückt. 
 
3.          REAGENZIEN 
            Alle Reagenzien müssen analysenrein sei n. 
3.1.        Schwefelsäure 2 N 
3.2.        Kaliumjodid 
3.3.        Ammoniummolybdat 
3.4.        Natriumthiosulfatlösung 0,1 N 
3.5.        10%ige Kaliumjodidlösung (m/v). Die Lös ung kurz vor 
            Gebrauch frisch herstellen. 
3.6.        20%ige Ammoniummolybdatlösung (m/v) 
3.7.        1%ige Stärkelösung (m/v) 
 

4.          GERÄTE UND HILFSMITTEL 
4.1.        Bechergläser 100 ml 
4.2.        Bürette 50 ml 
4.3.        Meßkolben 250 ml 
4.4.        Meßzylinder 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 unge fähr 0,6 Gramm 
            Wasserstoffperoxid enthält, werden in e in 
            100-ml-Becherglas eingewogen, mit Wasse r in einen 
            250-ml Meßkolben überspült, bis zum Eic hstrich mit Wasser 
            aufgefüllt und gemischt. 
5.2.        Von der Probelösung (5.1) werden 10 ml in einen 
            250-ml-Erlenmeyerkolben (4.6) pipettier t und nacheinander 
            100 ml Schwefelsäure 2 N (3.1), 20 ml K aliumjodidlösung 
            (3.5) sowie drei Tropfen Ammoniummolybd atlösung (3.6) 
            hinzugefügt. 
5.3.        Das gebildete Jod wird unmittelbar mit 0,1 N (3.4) 
            Natriumthiosulfatlösung titriert. Kurz vor Erreichen des 
            Äquivalenzpunktes sind einige Millilite r Stärkelösung als 
            Indikator hinzuzufügen. Den in ml (V ml ) ausgedrückten 
            Verbrauch an 0,1 N Natriumthiosulfatlös ung notieren. 
5.4.        In der Weise wie unter 5.2 und 5.3 ange geben, ist eine 
            Blindbestimmung durchzuführen, bei der anstelle der 10 ml 
            Probelösung 10 ml Wasser verwendet werd en. Den Verbrauch 
            an 0,1 N Natriumthiosulfatlösung bei de r Blindbestimmung 
            (Vo ml) notieren. 
 
6.          BERECHNUNG 
            Der Gehalt an Wasserstoffperoxid der Wa re in 
            Gewichts-Prozent (% m/m) wird nach folg ender Formel 
            berechnet: 
                                   (V - Vo) x 1,700 8 x 250 x 100 
            % Wasserstoffperoxid = ---------------- ------------- oder 
                                        m x 10 x 1 000 
                                   (V - Vo) x 4,252  
            % Wasserstoffperoxid = ----------------  
                                           m 
            In dieser Formel bedeuten: 
            m  = die Menge der untersuchten Ware in  Gramm (5.1), 
            Vo = den in ml ausgedrückten Verbrauch an 
                 Natriumthiosulfatlösung bei der Bl indbestimmung 
                 (5.4), 
            V  = den in ml ausgedrückten Verbrauch an 0,1 N 
                 Natriumthiosulfatlösung bei der Ti tration der 
                 Probelösung (5.3). 
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7.          WIEDERHOLBARKEIT (1) 
            Unter den oben beschriebenen Umständen beträgt die 
            Standardabweichung der Meßergebnisse be i einer Probe, die 
            ungefähr 6% (m/m) Wasserstoffperoxid en thält, höchstens 
            0,2%. 
 
--------------------------------------------------- ------------------ 
(1) Siehe Norm ISO 5725. 
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                                                           Anlage 9 
                                                         ------------ 
 
II. NACHWEIS UND HALBQUANTITATIVE BESTIMMUNG VON OX IDIERENDEN 
                   FARBSTOFFEN IN HAARFÄRBEMITTELN 
 
1.          ZWECK UND ANWENDUNGSBEREICH 
            Nach dieser Methode lassen sich nachste hend aufgeführte 
            Substanzen in cremeförmigen und flüssig en 
            Haarfärbemitteln nachweisen und halbqua ntitativ 
            bestimmen: 
            --------------------------------------- ------------------ 
                         Bezeichnung der Substanzen          Symbol 
            --------------------------------------- ------------------ 
            Phenylendiamine 
            1-2 Phenylendiamin (o)                          (OPD) 
            1-3 Phenylendiamin (m)                          (MPD) 
            1-4 Phenylendiamin (p)                          (PPD) 
            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) 
            --------------------------------------- ------------------ 
 
2.          PRINZIP 
            Die oxidierenden Farbstoffe werden den cremeförmigen oder 
            flüssigen Färbemitteln bei einem pH-Wer t von 10 mit Hilfe 
            von 96%igem Äthanol entzogen und 
            dünnschichtchromatographisch (eindimens ional (5) und/oder 
            zweidimensional (6)) identifiziert. 
            Zur halbquantitativen Bestimmung der Su bstanzen 
            vergleicht man das chromatographische B ild der Proben 
            unter Anwendung von vier Entwicklungssy stemen mit 
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            denjenigen der Lösungen der chromatogra phisch bestimmten 
            Vergleichserzeugnisse. 
 
3.          REAGENZIEN 
            Es sind ausschließlich analysenreine Re agenzien zu 
            verwenden. 
3.1.        absolutes Äthanol 
3.2.        Aceton 
3.3.        Äthanol 96 Grad (v/v) 
3.4.        25%iges Ammoniak (d hoch 20 tief 4 = 0, 91) 
3.5.        L(+)-Ascorbinsäure 
3.6.        Chloroform 
3.7.        Cyclohexan 
3.8.        technischer Stickstoff 
3.9.        Toluol 
3.10.       Benzol 
3.11.       primäres Butanol 
3.12.       sekundäres Butanol 
3.13.       50%ige unterphosphorige Säure 
3.14.       Diazoreagenzien: hier können verwendet werden 
            - 4-Nitro-1-benzoldiazon, versalzen und  stabilisiert 
              durch (beispielsweise) Chlorbenzolsul fonat-Ion (rouge 
              2 JN von Francolor oder ähnliches), 
            - 2-Chloro-4nitro-1-benzoldiazon, versa lzen und 
              stabilisiert durch (beispielsweise) 
              Naphthalinbenzoat-Ion (NNCD Reagens -  Nr. 74150 von 
              Fluka oder ähnliches). 
3.15.       Silbernitrat 
3.16.       p-Dimethylaminobenzaldehyd 
3.17.       2-5-Dimethylphenol 
3.18.       Ferrochlorid 6 H tief 2 O 
3.19.       10%ige Salzsäure 
3.20.       Vergleichssubstanzen 
            Als Vergleichssubstanzen dienen die im Abschnitt 1 
            „Zweck und Anwendungsbereich'' aufgefüh rten Stoffe. 
            Amino-Verbindungen sind ausschließlich als Mono- oder 
            Bi-Chlorhydrate oder in basischer Form zu verwenden. 
3.21.       Vergleichslösungen (0,5% m/v) 
            Von jeder der in 3.20 genannten Verglei chssubstanzen 
            wird eine 0,5%ige (m/v) Lösung hergeste llt. 
            50 mg +- 1 mg der Vergleichssubstanz we rden in einen 
            10-ml-Meßkolben eingewogen. 
            5 ml 96%iges Äthanol hinzugeben (3.3). 
            250 mg Ascorbinsäure hinzugeben (3.5). 
            Die Mischung mit Hilfe einer Ammoniaklö sung (3.4) auf 
            einen pH-Wert von 10 bringen. 
            Mit 96%igem Äthanol auf 10 ml auffüllen  und mischen. 
            Die Lösungen können eine Woche lang an einem kühlen, 
            lichtgeschützten Ort aufbewahrt werden.  
            Bei der Zugabe der Ascorbinsäure und de s Ammoniaks kann 
            sich in bestimmten Fällen ein Niedersch lag bilden. In 
            diesem Fall empfiehlt sich vor der Prob enahme eine 
            Dekantierung. 
3.22.       Laufmittel 
3.22.1.     Aceton - Chloroform - Toluol: 35-25-40 (v/v/v) 
3.22.2.     Chloroform - Cyclohexan - Absolutes Äth anol - 25%iges 
            Ammoniak: 80-10-10-1 (v/v/v/v) 
3.22.3      Benzol - Sekundäres Butanol - Wasser: 5 0-25-25 (v/v/v). 
            Die Mischung gut schütteln und nach Dek antierung bei 
            Raumtemperatur (20 - 25 Grad C) die obe rste Phase 
            abnehmen. 
3.22.4.     Primäres Butanol - Chloroform und Reage ns M: 7-70-23 
            (v/v/v). Bei 20 bis 25 Grad C sorgfälti g dekantieren 
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            und die untere Phase verwenden. 
            Vorbereitung des Reagens M 
            25%ige NH tief 4 OH (v/v) (3.4) ....... ....... 24 Teile 
            50%ige unterphosphorige Säure (3.13) .. .......  1 Teil 
            H tief 2 O ............................ ....... 75 Teile 
            Anmerkung 
            Laufmittel, die Ammoniak enthalten, müs sen vor ihrer 
            Verwendung gut geschüttelt werden. 
3.23.       Nachweismittel 
3.23.1.     Diazoreagens 
            Eine 5%ige wäßrige Lösung (m/v) des Rea gens (3.14) 
            herstellen. Diese Lösung muß unmittelba r vor ihrer 
            Verwendung hergestellt werden. 
3.23.2.     Reagens nach Ehrlich 
            2 g p-Dimethylaminobenzaldehyd (3.16) i n 100 ml 
            10%iger wäßriger Salzsäure (m/v) auflös en (3.19). 
3.23.3.     2-5-Dimethylphenol-Ferrochlorid 6 H tie f 2 O 
            Lösung 1: 1 g Dimethylphenol (3.17) in 100 ml 96%igem 
            Äthanol auflösen (3.3). 
            Lösung 2: 4 g Ferrochlorid 6 H tief 2 O  (3.18) in 
            100 ml 96%igem Äthanol auflösen (3.3). 
            Bei Durchführung des Nachweises die bei den Lösungen 
            einzeln aufsprühen, und zwar zunächst L ösung 1 und dann 
            Lösung 2. 
3.23.4.     Ammoniakalisches Silbernitrat 
            Einer 5%igen wäßrigen Lösung (m/v) von Silbernitrat 
            (3.15) 25%iges Ammoniak (3.4) zusetzen,  bis sich der 
            Niederschlag auflöst. 
            Dieses Reagens ist unmittelbar vor sein er Verwendung 
            herzustellen. Nicht aufbewahren! 
 
4.          GERÄTE 
4.1.        Laboratoriumsausrüstung für Dünnschicht chromatographie 
4.1.1.      Kunststoff- oder Glasschale, in der die  
            chromatographische Platte während der A bsitzung und bis 
            zur Ausentwicklung unter Stickstoff geh alten werden kann. 
            Diese Vorsichtsmaßnahme ist wegen der s tarken 
            Oxidierbarkeit bestimmter Farbstoffe no twendig. 
4.1.2.      10-myl-Spritze (0,2-l-Einteilung) mit N adel (gerades 
            Ende) oder vorzugsweise ein automatisch es Auftraggerät 
            (50 myl), derart am Stativ befestigt, d aß die Platte 
            unter Stickstoff gehalten werden kann. 
4.1.3.      Kieselgel-Fertigplatten von 0,25 mm Dic ke auf 
            Kunststoffilm 20 = 20 cm (Macherey und Nagel Kieselgel 
            G-HR oder ähnliches). 
4.2.        Zentrifuge 4 000 U/min. 
4.3.        Zentrifugierröhrchen 10 ml mit Schraubv erschluß. 
 

5.          ARBEITSWEISE 
5.1.        Vorbehandlung der Proben 
            Die aus der Tubenöffnung austretenden e rsten 2 oder 3 cm 
            Creme werden entfernt. 
            In ein vorher mit Stickstoff durchspült es 
            Zentrifugierröhrchen (4.3) werden 300 m g Ascorbinsäure, 
            6 g Creme oder 3 g homogenisierte Flüss igkeit gegeben. 
            Liegt der pH-Wert unter 10, so werden e inige Tropfen des 
            25%igen Ammoniaks hinzugefügt und das 
            Zentrifugierröhrchen mit 96%igem Äthano l (3.3) auf 10 ml 
            aufgefüllt. 
            Unter Stickstoff homogenisieren, das Rö hrchen 
            verschließen und 10 Minuten lang bei 4 000 U/min. 
            zentrifugieren. 
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            Die obenschwimmende Lösung verwenden. 
5.2.        Chromatographie 
5.2.1.      Auftragen 
            Unter Stickstoff auf eine Kieselgelplat te (4.1.3) an neun 
            Punkten 1 myl von jeder der beschrieben en 
            Vergleichslösungen auftragen. Diese wer den wie folgt 
            verteilt: 
           1      2      3      4      5      6      7      8      9 
           R      P      H     PPD    DAP    PTD    OPD    OTD    MPD 
          MTD   alpha-N 
            Außerdem werden jeweils am 10. und am 1 1. Punkt 2 myl der 
            nach 5.1 vorbehandelten Proben aufgetra gen. 
            Die Platte bis zur chromatographischen Trennung unter 
            Stickstoff aufbewahren. 
5.2.2.      Entwicklung 
            Die Platte wird in einen vorher mit Sti ckstoff 
            gereinigten und mit den Dämpfen eines d er vier geeigneten 
            Lösungsmittel (3.22) gesättigten Behält er eingehängt und 
            bei Raumtemperatur und Dunkelheit so la nge entwickelt, 
            bis sich die Lösungsmittelfront etwa 15  cm vom Startpunkt 
            entfernt hat. 
            Nunmehr die Platte herausnehmen und unt er Stickstoff bei 
            Raumtemperatur trocknen. 
5.2.3.      Nachweis 
            Die Platte mit einem der in 3.23 genann ten vier 
            Nachweismittel besprühen. 
5.2.4.      Identitätsprüfung 
            Man vergleicht die Rf und die an jeder Probe erhaltenen 
            Färbungen mit denen der Vergleichssubst anzen. In 
            Tabelle I sind die Rf und Färbungen ang egeben, wie sie 
            mit den einzelnen Lauf- und Nachweismit teln für jede 
            Probe erzielt wurden. 
            Läßt die Identitätsprüfung Zweifel aufk ommen, so kann 
            zuweilen dadurch Klarheit erzielt werde n, daß man der 
            Probe die entsprechende Vergleichssubst anz hinzufügt. 
5.2.5.      Halbquantitative Bestimmung 
            Man vergleicht visuell die Intensität d er Flecken der 
            einzelnen nach 5.2.4 nachgewiesenen Sub stanzen mit einer 
            geeigneten und bekannten anhand der ent sprechenden 
            Vergleichssubstanz gewonnenen Standardk onzentration. 

            Ist die Konzentration des Bestandteils der Probe zu hoch, so muß die zu chromatographierende Lösung 
verdünnt und eine neue Bestimmung vorgenommen werden. 
 

TABELLE I 

Rf-Werte und unmittelbar nach der Entwicklung erzielte Färbungen 
 

(Anm.: Tabelle nicht darstellbar, es wird daher auf die gedruckte Form des BGBl. verwiesen.) 
 

Anmerkungen: 1. OPD wurde nur schwach sichtbar, für eine deutliche 

                Trennung von OTD muß das Lösungsmittel (3.22.3) verwendet werden. 

 2. *) zeigt den besten Nachweis an. 
 
6.          ZWEIDIMENSIONALE DÜNNSCHICHTCHROMATOGRA PHISCHE 
            UNTERSUCHUNG 
            Zu der hier beschriebenen zweidimension alen 
            Dünnschichtchromatographie werden nachs tehende Reagenzien 
            gebraucht: 
6.1.        Vergleichssubstanzen und -lösungen 
6.1.1.      Beta-Naphthol (Beta-N) 
6.1.2.      2-Aminophenol (OAP) 
6.1.3.      3-Aminophenol (MAP) 
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6.1.4.      4-Aminophenol (PAP) 
6.1.5.      2-Nitro-p-Phenylendiamin (2 NPPD) 
6.1.6.      4-Nitro-o-Phenylendiamin (4 NOPD) 
            Von diesen zusätzlichen Vergleichssubst anzen wird eine 
            0,5%ige Lösung (m/v) nach 3.2.1 hergest ellt. 
6.2.        Laufmittel 
6.2.1.      25%iges Äthylacetat-Cyclohexan-Ammoniak  (65-35-0,50) 
            (v/v/v) 
6.3.        Nachweismittel 
            Ein Glasgefäß in einen Entwicklungsbehä lter für 
            Dünnschichtchromatographie bringen, etw a 2 g 
            kristallisiertes Jod hineingeben und de n Behälter 
            schließen. 
6.4.        Chromatographie 
6.4.1.      Wie auf Figur 1 angegeben, zwei Linien auf der 
            Adsorptionsschicht einer dünnschichtchr omatographischen 
            Platte einzeichnen (4.1.3). 
6.4.2.      Unter Stickstoff (4.1.1) auf den Startp unkt 1 (Figur 1) 
            bis 4 myl Extrakt (5.1) auftragen. Die Menge hängt von 
            der Intensität der auf dem Chromatogram m (5.2) erhaltenen 
            Flecken ab. 
6.4.3.      Die nachgewiesenen beziehungsweise nach  Punkt 5.2 
            vermeintlich nachgewiesenen oxidierende n Farbstoffe je 
            zur Hälfte auf die Punkte 2 und 3 (Figu r 1) auftragen. 
            Der Abstand zwischen diesen Punkten bet rägt 1,5 cm. Von 
            sämtlichen Referenzlösungen mit Ausnahm e von DAP 2 myl 
            auftragen, von DAP werden 6 myl benötig t. Dies muß in 
            Stickstoffatmosphäre geschehen. 
6.4.4.      Den unter 6.4.3 beschriebenen Vorgang b ei den 
            Startpunkten 4 und 5 (Figur 1) wiederho len und die Platte 
            bis zur Durchführung der Chromatographi e in 
            Stickstoffatmosphäre aufbewahren. 
6.4.5.      Einen Chromatographierbehälter mit Stic kstoff durchblasen 
            und eine geeignete Menge Entwicklungslö sung (3.22.2) 
            einfüllen. Die Platte (6.4.4) in den Be hälter stellen und 
            bei Dunkelheit in der ersten Laufrichtu ng 
            chromatographieren (Figur 1). Solange c hromatographieren 
            bis die Lösungsmittelfront mindestens 1 3 cm durchlaufen 
            hat. 
6.4.6.      Die Platte aus dem Behälter nehmen und zur Verdampfung 
            der Lösungsmittelreste wenigstens 60 Mi nuten lang in den 
            mit Stickstoff ausgeblasenen Behälter l egen. 
6.4.7.      Mit einem mit Meßskala versehenen Reage nzglas eine 
            geeignete Menge des Laufmittels (6.2.1)  in einem mit 
            Stickstoff ausgeblasenen Behälter einge ben, dann die im 
            Verhältnis zur ersten Elutionsrichtung um 90 Grad 
            gedrehte Platte in den Behälter einsetz en und in der 
            zweiten Richtung bei Dunkelheit chromat ographieren, bis 
            die Lösungsmittelfront die auf der abso rbierenden 
            Schicht markierte Linie erreicht. Die P latte aus dem 
            Behälter nehmen und das Lösungsmittel a n der Luft 
            verdampfen lassen. 
6.4.8.      Die Platte 10 Minuten lang in einem 
            Chromatographierbehälter Joddämpfen (6. 3) aussetzen und 
            das zweidimensionale Chromatogramm anha nd der zur 
            gleichen Zeit chromatographierten Vergl eichssubstanzen 
            auswerten (Tabelle II). 
            Anmerkung 
            Die intensivste Färbung der Flecken erh ält man, wenn man 
            das Chromatogramm eine halbe Stunde lan g nach der 
            Entwicklung der Luft aussetzt. 
6.4.9.      Der Nachweis der nach 6.4.8 gefundenen oxidierenden 
            Farbstoffe läßt sich zweifelsfrei dadur ch erbringen, daß 
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            man die in 6.4.1 bis 6.4.8 einschließli ch beschriebene 
            Behandlung wiederholt, wobei man auf de n Startpunkt 1 
            neben die in 6.4.2 vorgeschriebene Extr aktmenge 1 myl der 
            in 6.4.8 nachgewiesenen Vergleichssubst anz aufbringt. 
            Läßt sich kein anderer Fleck feststelle n, so stimmt die 
            Auswertung des ersten Chromatogramms. 
 
                             TABELLE II 
   Farben der Vergleichssubstanzen nach Chromatogra phie und Nachweis 
                           durch Joddämpfe 
 
--------------------------------------------------- ------------------ 
     Vergleichs-                    Farbe nach dem Nachweis 
     substanzen                         durch Joddä mpfe 
--------------------------------------------------- ------------------ 
         R                         beige 
         P                         braun 
    alpha-N                        violett 
    beta-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 
--------------------------------------------------- ------------------ 
 

Figur 1 

Richtung II 
 

(Anm.: Skizze nicht darstellbar, es wird daher auf die gedruckte Form des BGBl. verwiesen.) 
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                                                          Anlage 10 
                                                        ------------- 
 
        III. NACHWEIS UND QUANTITATIVE BESTIMMUNG V ON NITRIT 
                            A. NACHWEIS 
 
1.          ANWENDUNGSBEREICH 
            Die Methode kann zum Nachweis von Nitri t in kosmetischen 
            Erzeugnissen verwendet werden, insbeson dere in Cremes, 
            Salben und Zahnpasten. 
 
2.          PRINZIP DER METHODE 
            Nitrit wird durch die Bildung von gefär bten 
            Reaktionsprodukten von 2-Aminobenzaldeh yd-phenylhydrazon 
            (Nitrin) nachgewiesen. 
 
3.          REAGENZIEN 
            Es sind analysenreine Reagenzien zu ver wenden. 
3.1.        Verdünnte Schwefelsäure: Verdünne 2 ml konzentrierte 
            Schwefelsäure (d hoch 20 tief 4 = 1,84)  mit 11 ml 
            destilliertem Wasser. 
3.2.        Verdünnte Salzsäure: Verdünne 1 ml konz entrierte 
            Salzsäure (d hoch 20 tief 4 = 1,19) mit  11 ml 
            destilliertem Wasser. 
3.3.        Methanol 
3.4.        Lösung von 2-Aminobenzaldehyd phenylhyd razon (Nitrin) in 
            Methanol. 
            Wiege 2 g Nitrin in einen 100-ml-Meßkol ben. Füge 
            tropfenweise 4 ml verdünnte Salzsäure ( 3.2) hinzu und 
            schüttle. Fülle bis zur Marke mit Metha nol auf und mische 
            bis die Lösung völlig klar ist. Die Lös ung wird in einer 
            braunen Glasflasche aufbewahrt (4.3). 
 
4.          GERÄTE 
4.1.        Becherglas 50 ml 
4.2.        100-ml-Meßkolben 
4.3.        125 ml braune Glasflasche 
4.4.        Glasplatte, 10 x 10 cm 
4.5.        Kunststoffspatel 
4.6.        Filtrierpapier, 10 x 10 cm 
 

5.          DURCHFÜHRUNG 
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5.1.        Verstreiche einen Teil der zu untersuch enden Probe 
            gleichmäßig auf der Glasplatte, bis zu einer Dicke von 
            nicht mehr als 1 cm. 
5.2.        Tränke ein Blatt Filterpapier (4.6) in destilliertem 
            Wasser, lege dieses auf die Probe und d rücke das 
            Filterpapier mit einem Plastikspatel an  (4.5). 
5.3.        Warte einige Minuten und benetze die Mi tte des 
            Filterpapiers: 
            erst mit 2 Tropfen verdünnter Schwefels äure (3.1), 
            dann mit 2 Tropfen von der Nitrinlösung  (3.4). 
5.4.        Nach 5 bis 10 Sekunden entferne das Fil trierpapier und 
            betrachte es gegen Tageslicht. Die Anwe senheit von Nitrit 
            wird durch eine purpurrote Färbung ange zeigt. 
            Bei niedrigen Nitritkonzentrationen ver ändert sich die 
            purpurrote Farbe nach 5 bis 15 Sekunden  in gelb. Wenn 
            hohe Nitritkonzentrationen vorhanden si nd, tritt die 
            Farbveränderung erst nach 1 bis 2 Minut en ein. 
 
6.          BEMERKUNG 
            Die Intensität der purpurroten Farbe un d die Zeit bis zur 
            Farbveränderung gibt einen Hinweis auf den Nitritgehalt 
            der Probe. 
 
                             B. BESTIMMUNG 
 
1.          ANWENDUNGSBEREICH 
            Die Methode beschreibt die Bestimmung v on Nitrit in 
            kosmetischen Erzeugnissen. 
 
2.          BEGRIFFSBESTIMMUNG 
            Der Nitritgehalt der Probe, bestimmt na ch dieser Methode, 
            wird in % (m/m) Natriumnitrit angegeben . 
 
3.          PRINZIP DER METHODE 
            Die Probe wird mit Wasser verdünnt und geklärt. Das 
            Nitrit wird mit Sulfanilamid und 
            N-1-Naphthyläthylen-Diamin in Reaktion gebracht und die 
            entstehende Färbung bei 538 nm gemessen . 
 
4.          REAGENZIEN 
            Es sind analysenreine Reagenzien zu ver wenden. 
4.1.        Klärlösungen: Diese Lösungen sind wöche ntlich frisch 
            herzustellen. 
4.1.1.      Carrez-I-Reagenz: 
            106 g Kaliumzyanoferrat (II), K tief 4 Fe(CN) tief 6 . 
            3H tief 2 O in destilliertem Wasser auf lösen und auf 
            1 000 ml verdünnen. 
4.1.2.      Carrez-II-Reagenz: 
            219,5 g Zinkazetat, Zn (CH tief 3 COO) tief 2 . 2H 
            tief 2 O und 30 ml Eisessig in destilli ertem Wasser 
            auflösen und auf 1 000 ml verdünnen. 
4.2.        Natriumnitritlösung: 
            0,500 g Natriumnitrit in destilliertem Wasser auflösen 
            und auf 1 000 ml verdünnen. Danach 10 m l dieser 
            Stammlösung auf 500 ml verdünnen. 1 ml Lösung = 
            10 Mikrogramm NaNO tief 2. 
4.3.        1 N Natriumhydroxidlösung: 
            4,0 g NaOH in destilliertem Wasser aufl ösen und auf 
            100 ml verdünnen. 
4.4.        0,2%-Sulfanilamid-Hydrochloridlösung: 
            2,0 g Sulfanilamid in 800 ml Wasser dur ch Erwärmen 
            auflösen. Abkühlen, 100 ml konzentriert e Salzsäure unter 
            Rühren hinzufügen und auf 1 000 ml verd ünnen. 
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4.5.        5-n-Salzsäure: 
            445 ml konzentrierte Salzsäure (d hoch 20 tief 4 = 1,18) 
            mit Wasser auf 1 000 ml verdünnen. 
4.6.        N-1-Naphthyläthylendiamin-Dihydrochlori dreagenz 
            (Naphthylreagenz): 
            Die Lösung ist täglich frisch herzustel len. 
            0,1 g N-1-Naphthyläthylendiamin-Dihydro chlorid in Wasser 
            auflösen und auf 100 ml verdünnen. 
 
5.          GERÄTE UND HILFSMITTEL 
5.1.        Analytische Waage 
5.2.        100-, 250-, 500- und 1 000-ml-Meßkolben  
5.3.        Vollpipetten oder Meßpipetten 
5.4.        100-ml-Meßzylinder 
5.5.        Faltenfilter, nitritfrei, Durchmesser 1 5 cm 
5.6.        Wasserbad 
5.7.        Spektrophotometer mit 1-cm-Küvetten 
5.8.        pH-Meßgerät 
5.9.        10-ml-Mikrobürette 
5.10.       250-ml-Becherglas 
 

6.          DURCHFÜHRUNG 
6.1.        Wiege ungefähr 5 g der homogenisierten Probe auf 0,1 mg 
            genau ein. Überführe sie mit heißem des tilliertem Wasser 
            quantitativ in einen 250-ml-Kolben und bringe das Volumen 
            auf ungefähr 150 ml mit heißem destilli ertem Wasser. 
            Erwärme den Kolben 1/2 Stunde lang in e inem Wasserbad von 
            80 Grad C. Während dieser Zeit ist gele gentlich 
            umzuschütteln. 
6.2.        Kühle auf Raumtemperatur ab und füge na cheinander unter 
            Umrühren 2 ml Carrez I (4.1.1) und 2 ml  Carrez II (4.1.2) 
            zu. 
6.3.        Bringe mit 1-N-Natronlauge (4.3) auf pH  8,3 (pH-Meßgerät 
            benutzen). Überführe den Inhalt quantit ativ in einen 
            250-ml-Meßkolben und fülle zur Marke mi t destilliertem 
            Wasser auf. 
6.4.        Vermische den Inhalt und filtriere durc h 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-Meßkolben und fülle destillierte s Wasser bis zu 
            einem Volumen von 60 ml hinzu. 
6.6.        Nach dem Durchmischen füge 10 ml 
            Sulfanilamid-Hydrochloridlösung (4.4) u nd dann 6 ml der 
            5-n-Salzsäure (4.5) zu. Mische und lass e 5 Minuten 
            stehen. Füge 2 ml des 
            N-1-Naphthyläthylendiaminreagenz (4.6) hinzu, mische und 
            lasse 3 Minuten stehen. Fülle bis zur M arke mit Wasser 
            auf und schüttele durch. 
6.7.        Zur Herstellung einer Blindprobe wieder hole die 
            Operationen nach 6.5 und 6.6 ohne Hinzu fügung des 
            N-1-Naphthylreagenz (4.6). 
6.8.        Bestimme (5.7) die Extinktion bei 538 n m, dabei ist der 
            Blindwert nach 6.7 als Vergleich zu ver wenden. 
6.9.        Entnehme aus der Eichkurve (6.10) den N atriumnitritgehalt 
            in Mikrogramm pro 100 ml der Lösung (m tief 1 
            Mikrogramm), die der nach 6.8 gemessene n Extinktion 
            entspricht. 
6.10.       Unter Verwendung der 10 myg/ml Natriumn itritlösung (4.2) 
            wird eine Eichkurve für die Konzentrati onen 0, 20, 40, 
            60, 80, 100 myg Natriumnitrit pro 100 m l hergestellt. 
 
7.          BERECHNUNG 
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            Berechne den Gehalt an Natriumnitrit in  % (m/m) nach 
            folgender Formel: 
                       250                           100    m tief 1 
       % NaNO tief 2 = --- x m tief 1 x 10 hoch -6 x --- = ---------- 
                        V                             m    V x m x 40 
            Dabei bedeuten 
            m        = Masse der für die Untersuchu ng eingesetzten 
                       Probemenge in g (6.1), 
            m tief 1 = Natriumnitritgehalt in Mikro gramm, ermittelt 
                       nach 6.9, 
            V        = ml-Filtrat verwendet für die  Messung (6.5). 
8.          WIEDERHOLBARKEIT (1) 
            Für einen Gehalt von ungefähr 0,2% m/m Natriumnitrit darf 
            die Differenz zwischen zwei Parallelbes timmungen den 
            absoluten Wert von 0,005% nicht übersch reiten. 
 
--------------------------------------------------- ------------------ 
(1) Siehe Norm ISO 5725. 
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                                                          Anlage 11 
                                                        ------------- 
 
     NACHWEIS UND QUANTITATIVE BESTIMMUNG DES FREIE N FORMALDEHYDS 
 
1.          ANWENDUNGSBEREICH 
            Die Methode beschreibt den qualitativen  Nachweis und die 
            quantitative Bestimmung des Formaldehyd s in allen 
            kosmetischen Erzeugnissen; sie umfaßt d rei Teile: 
1.1.        Nachweis 
1.2.        Bestimmung der Gesamtmenge durch Kolori metrie mit 
            Pentan-2,4-Dion (Acetylaceton): 
            Diese Methode ist anwendbar, wenn das F ormaldehyd einzeln 
            oder mit anderen Konservierungsstoffen,  die kein 
            Formaldehyd abspalten, verwendet wird. 
            Im gegenteiligen Fall und falls das Erg ebnis die im 
            Fertigerzeugnis zulässige Höchstkonzent ration übersteigt, 
            ist die folgende Methode zur Bestätigun g anzuwenden: 
1.3.        Quantitative Bestimmung bei Anwesenheit  von 
            Formaldehyd-abspaltenden Stoffen: 
            Zunächst ist das freie Formaldehyd vom gebundenen oder 
            polymerisierten Formaldehyd durch 
            Flüssigkeitschromatografie zu trennen. Anschließend ist 
            die Menge nach der vorstehend beschrieb enen Methode durch 
            Kolorimetrie zu bestimmen. 
 
2.          BEGRIFFSBESTIMMUNG 
            Der nach dieser Methode bestimmte Gehal t der Probe an 
            freiem Formaldehyd, ist in Prozent (m/m ) anzugeben. 
 
3.          NACHWEIS DES FREIEN UND GEBUNDENEN FORM ALDEHYDS 
3.1.        Prinzip 
            Freies und gebundenes Formaldehyd ergeb en in 
            schwefelsaurem Milieu in Anwesenheit vo n Schiffs-Reagenz 
            eine rosa oder lila Färbung. 
3.2.        Reagenzien 
            Es sind analysenreine Reagenzien zu ver wenden. 
3.2.1.      Fuchsin 
3.2.2.      Natriumsulfithydrat mit 7 H tief 2 O 
3.2.3.      Konzentrierte Chlorwasserstoffsäure (d = 1,19) 
3.2.4.      Schwefelsäure, etwa 2 n 
3.2.5.      Schiffs-Reagenz 
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            In ein Becherglas 100 mg Fuchsin (3.2.1 ) einwiegen und 
            mit 75 ml auf 80 Grad C erwärmtem Wasse r auflösen. Nach 
            dem Abkühlen 2,5 g Natriumsulfit (3.2.2 ) und 1,5 ml 
            Chlorwasserstoffsäure (3.2.3) hinzugebe n, auf 100 ml 
            auffüllen. Aufbewahrung 2 Wochen. 
3.3.        Durchführung 
3.3.1.      In ein 10ml-Becherglas ca. 2 g der Prob e einfüllen. 
3.3.2.      Zwei Tropfen H tief 2 SO tief 4 (3.2.4)  und 2 ml 
            Schiffs-Reagenz (3.2.5) hinzufügen. Die ses Reagenz muß 
            zum Zeitpunkt der Anwendung absolut far blos sein. 
            Schütteln, 5 Minuten stehenlassen. 
3.3.3.      Wird nach 5 Minuten eine rosa oder lila  Färbung 
            festgestellt, so liegt die enthaltene F ormaldehydmenge 
            über 0,01%. 
            Das freie und gebundene Formaldehyd ist  nach Punkt 4 und, 
            wenn nötig, nach Punkt 5 quantitativ zu  bestimmen. 
 
4.          BESTIMMUNG DER GESAMTMENGE DURCH KOLORI METRIE MIT 
            PENTAN-2,4-DION (ACETYLACETON) 
4.1.        Prinzip 
            Das Formaldehyd reagiert mit Pentan-2,4 -dion in 
            Anwesenheit von Ammoniumacetat unter Bi ldung von 
            3,5-Diacetyl-1,4-Dihydrolutidin. Dieses  ist mit 1-Butanol 
            zu extrahieren und die Absorption bei 4 10 nm zu messen. 
4.2.        Reagenzien 
            Es sind analysenreine Reagenzien zu ver wenden. 
4.2.1.      Ammoniumacetat, wasserfrei 
4.2.2.      Konzentrierte Essigsäure 
4.2.3.      Frisch unter vermindertem Druck 25 mm H g25 Grad 
            destilliertes Pentan-2,4-dion (Acetylac eton), das bei 
            410 nm keinerlei Absorption ergeben dar f. 
4.2.4.      1-Butanol 
4.2.5.      n-Chlorwasserstoffsäure 
4.2.6.      Chlorwasserstoffsäure, etwa 0,1 n 
4.2.7.      n-Natriumhydroxid 
4.2.8.      Stärkelösung, frisch hergestellt nach P h. 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-Jodlösung (genau eingestellt). 
4.2.11.     0,1-n-Natriumthiosulfatlösung (genau ei ngestellt). 
4.2.12.     Acetylaceton-Reagenz 
            In einem 1 000-ml Meßkolben lösen 
            - 150 g Ammoniumacetat (4.2.1), 
            - 2 ml Acetylaceton (4.2.3), 
            - 3 ml Essigsäure (4.2.2). 
            Mit Wasser (pH der Lösung etwa 6,4) auf  1 000 ml 
            auffüllen. Dieses Reagenz ist stets fri sch herzustellen. 
4.2.13.     Reagenz (4.2.12) ohne Acetylaceton. 
4.2.14.     Formaldehyd-Stammlösung 
            In eine 1 000 ml-Meßflasche 5 g Formald ehyd (4.2.9) 
            eingeben und auf 1 000 ml auffüllen. 
            Bestimmung des Gehalts dieser Lösung: H ierzu 10,00 ml 
            entnehmen, 25,00 ml eingestellter Jodlö sung (4.2.10) und 
            10 ml Natriumhydroxidlösung (4.2.7) hin zugeben. 
            5 Minuten stehenlassen. 
            11 ml n-HCL (4.2.5) sowie eine Stärkelö sung als Indikator 
            hinzugeben und den Überschuß der Jodlös ung mittels 
            eingestellter Natriumthiosulfatlösung ( 4.2.11) titrieren. 
            Der Verbrauch von 1 ml 0,1-n-Jodlösung entspricht 1,5 ml 
            HCHO. 
4.2.15.     Formaldhyd-(Anm.: richtig: Formaldehyd- )Vergleichslösung 
            Mit entmineralisiertem Wasser zuunächst  (Anm.: richtig: 
            zunächst) eine Lösung 1 : 20 und hiervo n eine 
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            Lösung 1 : 100 herstellen. 
            1 ml dieser Lösung enthält etwa 1 myg F ormaldehyd. 
            Der genaue Gehalt ist zu berechnen. 
4.3.        Geräte 
4.3.1.      Übliches Laborgerät. 
4.3.2.      „Phasentrennungs''-Filter WHATMAN 1 PS (oder ein 
            gleichwertiger Filter). 
4.3.3.      Zentrifuge. 
4.3.4.      Wasserbad, 60 Grad C. 
4.3.5.      Spektrophotometer. 
4.3.6.      1-cm-Glasküvetten. 
4.4.        Durchführung 
4.4.1.      Probelösung 
            In einen 100-ml-Meßkolben auf 0,001 g g enau eine 
            Probenmenge (in g), die einer vermutete n Menge von etwa 
            150 my HCHO entspricht, einwiegen. Mit 
            entmineralisiertem Wasser auf 100 ml au ffüllen 
            (S-Lösung). 
            (Überprüfen, ob der pH nahe bei 6 liegt , sonst in 
            Chlorwasserstoffsäurelösung (4.2.6) ver dünnen). 
            In einen 50-ml-Erlenmeyerkolben mit der  Pipette eingeben 
            - 10,00 ml der S-Lösung, 
            - 5,00 ml Pentan-2,4-dion Reagenz (4.2. 12), mit 
              entmineralisiertem Wasser auf 30 ml a uffüllen. 
4.4.2.      Vergleichslösung 
            Die eventuelle Interferenz einer Grundf ärbung in der 
            Versuchsprobe für den Versuch ist wie f olgt zu 
            beseitigen: 
            In einen 50-ml-Erlenmeyerkolben eingebe n: 
            - 10,0 ml S-Lösung, 
            - 5,0 ml Reagenz (4.2.13), mit entminer alisiertem Wasser 
              auf 30 ml auffüllen. 
4.4.3.      Blindlösung 
            In einen 50-ml-Erlenmeyerkolben eingebe n: 5,0 ml 
            Pentan-2,4-dion-Reagenz (4.2.12) und mi t 
            entmineralisiertem Wasser auf 30 ml auf füllen. 
4.4.4.      Quantitative Bestimmung 
4.4.4.1.    Die Erlenmeyerkolben nach 4.4.1, 4.4.2 und 4.4.3 
            schütteln und 10 Minuten lang in ein Wa sserbad von 
            60 Grad C eintauchen. Zwei Minuten in e inem Kühlbad 
            abkühlen lassen. 
4.4.4.2.    Den Inhalt jeweils in einen 50-ml-Schei detrichter, der 
            genau 10 ml 1-Butanol (4.2.4) enthält, überführen. 
            Mit 3-5 ml Wasser nachspülen; die Misch ung genau 
            30 Sekunden kräftig schütteln, dann abt rennen. 
4.4.4.3.    Die Butanol-Phase über „Phasentrennungs ''-Filter (4.3.2) 
            in die Meßküvetten filtrieren. Auch das  Zentrifugieren 
            (3 000 g, 5 Min. lang) ist möglich. 
4.4.4.4.    Die Absorption A tief 1 der Probenlösun g nach (4.4.1) 
            gegen den Extrakt der Vergleichslösung nach (4.4.2) bei 
            410 nm messen. 
4.4.4.5.    Entsprechend die Absorption A tief 2 de r Blindlösung nach 
            (4.4.3) gegen 1-Butanol messen. 
            Anmerkung: Sämtliche Arbeitsgänge sind innerhalb von 
            25 Minuten nach dem Eintauchen des Erle nmeyerkolbens in 
            das 60 Grad C-Wasserbad durchzuführen. 
4.4.5.      Eichkurve 
4.4.5.1.    In einen 50-ml-Erlenmeyerkolben eingebe n: 
            - 5,00 ml der verdünnten Stammlösung (4 .2.14), 
            - 5,00 ml Acetylaceton-Reagenz (4.2.12) , mit 
              entmineralisiertem Wasser auf 30 ml a uffüllen. 
4.4.5.2.    Weiter nach (4.4.4.5) verfahren; die Ab sorption gegen 
            1-Butanol (4.2.4) messen. 
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4.4.5.3.    Das Verfahren mit 10, 15, 20, 25 ml ver dünnter 
            Stammlösung (4.2.14) wiederholen. 
4.4.5.4.    Den Nullwert (entsprechend der Färbung der Reagenzien) 
            wie in (4.4.4.5) bestimmen. 
4.4.5.5.    Die Eichkurve nach Substraktion des Nul l-Wertes von den 
            Absorptionswerten nach (4.4.5.1) und (4 .4.5.3) zeichnen. 
            Das Beersche Gesetz gilt bis 30 myg For maldehyd. 
4.5.        Darstellung der Ergebnisse 
4.5.1.      A tief 2 von A tief 1 abziehen und aus der Eichkurve 
            (4.4.5.5) die in der Lösung (4.4.1) ent haltene und in myg 
            Formaldehyd ausgedrückte Menge C ablese n. 
4.5.2.      Den Formaldehydgehalt der Probe (% m/m)  nach folgender 
            Formel berechnen: 
                            C 
            % HCHO =   ------------- 
                       10 hoch 3 . m 
            m = Masse der Probenahme in g. 
4.6.        Wiederholbarkeit (1) 
            Bei einem Formaldehydgehalt von 0,2% da rf die Differenz 
            der Ergebnisse von zwei parallel durchg eführten 
            quantitativen Bestimmungen 0,005% bei d er 
            kolorimetrischen Methode mit Acetylacet on nicht 
            überschreiten. 
            Falls die Ergebnisse der quantitativen Bestimmung des 
            freien Formaldehyds über den in der Ver ordnung über das 
            Verbot und die Beschränkung von Stoffen  für kosmetische 
            Mittel, BGBl. Nr. 339/1994 i.d.j.g.F., festgelegten 
            Werten liegen, d. h.: 
            a) zwischen 0,05% und 0,2% bei einem Pr odukt, bei dem der 
               Formaldehydgehalt nicht auf dem Etik ett angegeben ist, 
            b) über 0,2% bei einem Produkt, bei dem  der 
               Formaldehydgehalt angegeben bzw. nic ht angegeben ist, 
            ist nach der unter Punkt 5 beschriebene n Methode zu 
            verfahren. 
 
--------------------------------------------------- ------------------ 
(1) Siehe ISO-Norm 5725. 
 
5.          QUANTITATIVE BESTIMMUNG BEI ANWESENHEIT  VON FORMALDEHYD 
            ABSPALTENDEN STOFFEN 
5.1.        Prinzip 
            Das freie Formaldehyd ist durch 
            Hochleistungsflüssigkeitschromatographi e abzutrennen. Um 
            eine Spaltung der HCHO-abspaltenden Sto ffe bei der 
            Derivatisierung zu vermeiden, ist vorhe r eine 
            Flüssigkeitschromatographie durchzuführ en; das 
            abgespaltene Formaldehyd ist durch Kett enreaktion mit dem 
            Acetylaceton in einem Nach-Säulen-Reakt or in gelbes 
            Lutidin-Derivat umzuwandeln; das entsta ndene Derivat ist 
            durch Absorption bei 420 nm nachzuweise n. 
5.2.        Reagenzien 
            Es sind analysenreine Reagenzien zu ver wenden. 
5.2.1.      Baker-Wasser oder Wasser gleichwertiger  Qualität. 
5.2.2.      Ammoniumacetat, wasserfrei. 
5.2.3.      Konzentrierte Essigsäure. 
5.2.4.      Acetylaceton (bei 4 Grad C aufzubewahre n). 
5.2.5.      Dinatriumphosphat, wasserfrei. 
5.2.6.      Orthophosphorsäure, 85% (d = 1,7) 
5.2.7.      Methanol, Spektrographie-Qualität. 
5.2.8.      Dichlormethan, Spektrographie-Qualität.  
5.2.9.      Formaldehyd, 37 - 40%ig. 
5.2.10.     n-Natriumhydroxid. 
5.2.11.     n-Chlorwasserstoffsäure. 
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5.2.12.     0,002-Chlorwasserstoffsäure. 
5.2.13.     Stärkelösung. 
5.2.14.     0,1 n-Jodlösung (genau eingestellt). 
5.2.15.     0,1 n-Natriumthiosulfatlösung (genau ei ngestellt). 
5.2.16.     Mobile Phase: 
            0,006 M Dinatriumphosphat (5.2.5) in wä ssriger Lösung auf 
            pH 2,1 eingestellt mit Orthophosphorsäu re (5.2.6). 
5.2.17.     Nach-Säulen-Reagenz 
            In einem 1 000-ml-Meßkolben lösen: 
            - 62,6 g Ammoniumacetat (5.2.2), 
            - 7,5 ml Essigsäure (5.2.3), 
            - 5 ml Acetylaceton (5.2.4) 
            Mit Wasser (5.2.1) auf 1 000 ml auffüll en. 
            Unter Lichtabschluß aufbewahren. 
            Haltbarkeit: 3 Tage. 
5.2.18.     Formaldehyd-Stammlösung 
            In eine 1 000-ml-Meßflasche 10 g Formal dehyd (5.2.9) 
            eingeben und auf 1 000 ml auffüllen. Be stimmung des 
            Gehalts dieser Lösung: hierzu 5,00 ml e ntnehmen, 25 ml 
            eingestellte Jodlösung (5.2.14) und 10 ml 
            Natriumhydroxidlösung (5.2.10) hinzugeb en. 
            Fünf Minuten stehenlassen. 
            11 ml n-HCL (5.2.11) sowie eine Stärkel ösung als 
            Indikaktor hinzugeben und den Überschuß  der Jodlösung 
            mittels Natriumthiosulfatlösung (5.2.15 ) titrieren. 
            Der Verbrauch von 1 ml 0,1-n-Jodlösung entspricht 1,5 mg 
            Formaldehyd. 
 
5.2.19.     Formaldehyd-Vergleichslösung 
            Von der Stammlösung in der mobilen Phas e (5.2.16) eine 
            Lösung 1/100 herstellen. 
            1 ml dieser Lösung enthält etwa 37 myg Formaldehyd. Der 
            genaue Gehalt ist zu berechnen. 
5.3.        Geräte 
5.3.1.      Übliches Laborgerät. 
5.3.2.      Eine pulsationsfreie HPLC-Pumpe (Applie d Biosystems 
            Pumpe, oder gleichwertige Pumpe) 
5.3.3.      Eine pulsationsfreie Niederdruckpumpe f ür das Reagenz 
            (oder eine zweite HPLC-Pumpe, wie unter  5.3.2) 
5.3.4.      Ein Einspritzventil mit einer Schleife von 10 myl (Valco 
            oder gleichwertiges Einspritzventil) 
5.3.5.      Ein nach-Säulen-Modul (Applied Biosyste ms PCRS 520 oder 
            gleichwertiges Modul) mit einem 1-ml-Re aktor 
            oder 
            Ein 1-l-Kolben mit drei Rohransätzen RI N 3 
            + 1-l-Kolbenheizgerät 
            + zwei Vigreux-Kolonnen 10 Böden 2 RIN 3 (luftgekühlt) 
            + rostfreies Rohr (für 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-Stück ohne Totvolumen (Valco oder  gleichwertiges 
              T-Stück) 
            + 3 UNION-Verbindungsstücke ohne Totvol umen. 
5.3.6.      Acrodisch hoch R CR 0,45 my Filter (Gel man oder 
            gleichwertiger Filter) 
5.3.7.      SEP PAK hoch R C tief 18-Hülse (Waters oder gleichwertige 
            Hülse) 
5.3.8.      Fertigsäulen: 
            - Bischoff hypersil RP 18 (Typ NC Bezug snummer C 25.46 
              1805) 
              (5 my - L = 250 mm - Innendurchmesser  = 4,6 mm) 
            - oder Dupont, Zorbax ODS 
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              (5 my - L = 250 mm - Innendurchmesser  = 4,6 mm) 
            - oder Phase SEP, spherisorb ODS 2 
              (5 my - L = 250 mm - Innendurchmesser  = 4,0 mm). 
5.3.9.      Vorschaltsäule: 
            - Bischoff K tief 1 hypersil RP 18 (Bez ugsnummer K1 
              G 6301 1805) 
              5 my - L = 10 mm, oder gleichwertig 
5.3.10.     Säule und Vorschaltsäule sind durch ein  ECOTUBE-System 
            (Bezugsnummer A 15020508 Bischoff) oder  ein 
            gleichwertiges System zu verbinden. 
5.3.11.     Der Aufbau erfolgt nach dem als Anlage 2 beigefügten 
            Schema. 
            Die Verbindungsstücke hinter dem Einspr itzventil müssen 
            so kurz wie möglich sein. Bei Verwendun g von (5.3.6) 
            dient das rostfreie Rohr zwischen Reakt orausgang und 
            Detektoreingang zur Kühlung des Gemisch es vor dem 
            Nachweis. 
            In diesem Fall ist die in dem Detektor herrschende 
            Temperatur unbekannt aber konstant (Län ge und Durchmesser 
            des Rohres konstant, Durchfluß konstant , Temperatur 
            oberhalb konstant 100 Grad C, konstante  Raumtemperatur 
            während der gesamten Zeit der quantitat iven Bestimmung). 
5.3.12.     Detektor, UV, sichtbar. 
5.3.13.     Aufzeichnungsgerät. 
5.3.14.     Zentrifuge. 
5.3.15.     Ultraschall-Bad. 
5.3.16.     Vibrationsmischer (Typ Vortex oder glei chwertiger 
            Vibrationsmischer). 
5.4.        Durchführung 
5.4.1.      Eichkurve 
            Die Standardlösungen werden durch Verdü nnung der 
            Formaldehyd-Vergleichslösung (5.2.19) m it der mobilen 
            Phase (5.2.16) hergestellt. 
            - 1 ml der Standardlösung (5.2.18) verd ünnt auf 20 ml 
              (ungefähr 185 myg/100 ml), 
            - 2 ml der Standardlösung (5.2.18) verd ünnt auf 20 ml 
              (ungefähr 370 myg/100 ml), 
            - 5 ml der Standardlösung (5.2.18) verd ünnt auf 25 ml 
              (ungefähr 740 myg/100 ml), 
            - 5 ml der Standardlösung (5.2.18) verd ünnt auf 20 ml 
              (ungefähr 925 myg/100 ml). 
            Die Standardlösungen sind eine Stunde l ang bei 
            Labortemperatur aufzubewahren und müsse n frisch 
            hergestellt sein. 
            Die Linearität der Eichkurve gilt für K onzentrationen von 
            1,0 bis 15 myg pro ml. 
5.4.2.      Herstellung der Proben 
5.4.2.1.    Emulsionen (Cremes, Grundierungen, Eyel iner) 
            In eine Stöpselflasche eine Masse (m) v on ungefähr 
            0,001 g der Versuchsprobe (in g) einwie gen, die einer 
            vermuteten Formaldehydmenge von ungefäh r 100 myg 
            entspricht. 
            20 ml Dichlormethan und 20 ml Chlorwass erstoffsäure 
            (5.2.12) genau abgemessen hinzufügen. 
            Im Vibrationsmischer (5.3.16) und im Ul traschallbad 
            (5.3.15) vermischen. 
            Die zwei Phasen durch Zentrifugieren (3  000 g in 2 min) 
            trennen. 
            Eine Hülse (5.3.7) mit 2 ml Methanol (5 .2.7) ausspülen, 
            dann mit 5 ml Wasser (5.2.1) konditioni eren. 
            4 ml der wässrigen Phase des Extraktes durch die Hülse 
            (5.3.7) fließen lassen, die ersten zwei  ml abgießen und 
            den folgenden Teil auffangen. 
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5.4.2.2.    Lotionen, Shampoos 
            Eine einer vermuteten Formaldehydmenge von ungefähr 
            500 myg entsprechende Masse (m/einer Pr obe für den 
            Versuch in g) auf 0,001 g genau einwieg en. 
            Mit der mobilen Phase (5.2.16) auf 100 ml auffüllen. 
            Die Lösung durch einen Filter (5.3.6) f iltrieren und 
            durch eine Hülse (5.3.7), die wie oben vorbereitet wurde, 
            einspritzen bzw. fließen lassen. 
            Alle Lösungen sind sofort nach der Zube reitung 
            einzuspritzen. 
5.4.3.      Bedingungen für die Chromatographie 
            - Durchsatz der mobilen Phase: 1 ml pro  Minute, 
            - Durchsatz des Reagenz: 0,5 ml pro Min ute, 
            - Gesamtdurchsatz am Ausgang des Detekt ors: 1,5 ml pro 
              Minute, 
            - eingepritzte (Anm.: richtig: eingespr itzte) Menge: 
              10 myl 
            - Eluierungstemperatur: bei schwierigen  Trennvorgängen 
              unbedingt 0 Grad C. Dazu die Säule in  Eiswasser 
              eintauchen: Temperaturausgleich abwar ten, 
            - Temperatur bei der nach-Säulen-Reakti on: 100 Grad C 
            - Erfassung: 420 nm 
            Anmerkung: Das gesamte Chromatographie-  und 
                       nach-Säulensystem ist nach G ebrauch mit Wasser 
                       auszuspülen. Wird das System  mehr als zwei 
                       Tage nicht benutzt, ist nach  dieser Spülung 
                       eine Spülung mit Methanol vo rzunehmen. Vor 
                       einer erneuten Konditionieru ng des Systems ist 
                       mit Wasser zu spülen, um Rek ristallisierungen 
                       zu vermeiden. 
5.5.        Berechnung 
            Emulsionen: 
            Formaldehydgehalt in % (m/m): 
            C . 10 hoch -6 . 100   C . 10 hoch -4 
            -------------------- = -------------- 
                 5 m                    5 . m 
            m = Masse der für die Untersuchung eing esetzten 
                Probemenge in Gramm (5.4.2.1), 
            C = aus der Eichkurve (5.4.1) abgelesen er 
                Formaldehydgehalt in myg/100 ml. 
            Lotionen, Shampoos: 
            Es gilt folgende Formel: 
            C . 10 hoch -6 . 100   C . 10 hoch -4 
            -------------------- = -------------- 
                  m                      m 
5.6.        Wiederholbarkeit (1) 
            Bei einem Formaldehydgehalt von 0,05% d arf die Differenz 
            der Ergebnisse von zwei parallel durchg eführten 
            quantitativen Bestimmungen derselben Pr obemenge 0,001% 
            nicht überschreiten. Bei einem Formalde hydgehalt von 0,2% 
            darf die Differenz der Ergebnisse von z wei parallel 
            durchgeführten quantitativen Bestimmung en derselben 
            Probemenge 0,005% nicht überschreiten. 
 
--------------------------------------------------- ------------------ 

(1) Siehe ISO-Norm 5725. 
 

Anlage I 

ANFERTIGUNG DER „SCHLANGE'' 
 

ZUBEHÖR FÜR DIE HERSTELLUNG DER „SCHLANGE'' 
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 - 1 Holzspule: 

Außendurchmesser: 5 cm, in der Mitte wird ein 1,5 cm großes Loch gebohrt. Vier Stahlspitzen werden 
in gleichmäßigen Abständen angebracht (siehe 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 Häkelnadel) zur Herstellung der Schlaufen aus dem Teflon-Rohr, 

 - Teflon-Rohr 1,6 mm - Innendurchmesser 0,3 mm - Länge: 5 Meter. 
 

HERSTELLUNG DER „SCHLANGE'' 

Zu Beginn wird das Teflon-Rohr von oben nach unten in das Mittelloch der Spule geführt (dabei ca. 10 cm des 
Rohres auf der unteren Seite heraushängen lassen, so daß sich die Kordel während der Herstellung leicht nach 
unten ziehen läßt), dann für die erste Runde das Rohr um jede der vier Spitzen wickeln (siehe Abbildung 3). 

Am Eingang und am Ausgang des Gerätes werden Zwingen und Kompressionsschrauben angebracht, es ist 
darauf zu achten, daß das Teflon beim Umwickeln nicht beschädigt wird. 

Ab der zweiten Reihe wird das Rohr außen um jede Spitze gelegt und dann wie folgt eine Schlaufe gebildet: Mit 
Hilfe der festen Nadel (siehe Abbildung 4) das Rohr der unteren Reihe über das Rohr der oberen Reihe heben. 

Dieser Vorgang ist an jeder der Spitzen unter Einhaltung der Reihenfolge 1 - 2 - 3 - 4 bis zu einer Kordellänge 
von 5 Metern bzw. bis zur gewünschten Länge zu wiederholen. 

Etwa 10 cm des Rohres werden zum Abschluß der Kordel benötigt. Das Rohr durch jede der 4 Schlaufen führen 
und zum Abschluß der Kordel leicht zusammenziehen. 
 

(Anm.: Abbildungen nicht darstellbar, es wird daher auf die gedruckte Form des BGBl. verwiesen.) 
 

Anlage II 
 
 1   = HPLC-Pumpe (5.3.2.) 
 2   = Einspritzventil (5.3.4.) 
 3   = Säule mit Vorsäule 
 4   = Reagenz-Pumpe (5.3.3.) 
 5   = T-Stück ohne Torvolumen 
 5'  = T-Stück (Vortex) 
 6-6'= Union-Verbindungsstück ohne Totvolumen 
 7   = Strickschlauch 
 7'  = Reaktor 
 8   = Dreihalskolben mit siedendem Wasser 
 9   = Kolbenheizgerät 
10   = Kühler 
11   = Edelstahlkapillare - Wärmeaustauscher 
11'  = Wärmeaustauscher 
12   = Detektor UV/VIS 
13   = Nachsäulen-Modul PCRS 520 
 

(Anm.: Abbildungen nicht darstellbar, es wird daher auf die gedruckte Form des BGBl. verwiesen.) 
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                                                          Anlage 12 
                                                        ------------- 
 
     BESTIMMUNG DES RESORCINGEHALTS IN SHAMPOOS UND HAARLOTIONEN 
 
1.          ANWENDUNGSBEREICH 
            Diese Methode beschreibt die gaschromat ographische 
            Bestimmung von Resorcin in Shampoos und  Haarlotionen. Sie 
            ist für Konzentrationen von 0,1 bis 2,0  Prozent (m/m) im 
            Erzeugnis geeignet. 
 
2.          DEFINITION 
            Der Resorcingehalt in Prozent (m/m) wir d durch die 
            Resorcinmenge in der Probelösung defini ert, die durch 
            Gaschromatographie unter den festgelegt en Bedingungen 
            bestimmt wird. 
 
3.          PRINZIP 
            Resorcin und 3,5-Dihydroxytoluol, das a ls interner 
            Standard hinzugefügt wurde, werden durc h 
            Dünnschichtchromatographie isoliert. Be ide Verbindungen 
            werden nach Auskratzen der Dünnschichtp latte mit Methanol 
            extrahiert. Schließlich werden die extr ahierten 
            Verbindungen getrocknet, silyliert und durch 
            Gaschromatographie bestimmt. 
 
4.          REAGENZIEN 
            Alle Reagenzien müssen analysenrein sei n. 
4.1.        Salzsäure 25% (m/m) 
4.2.        Methanol 
4.3.        Äthanol 96% (v/v) 
4.4.        Kieselgel-Fertigplatten (Kunststoff ode r Aluminium) mit 
            fluoreszierendem Indikator und wie folg t entaktiviert: 
            Fertigplatten mit Wasser besprühen, bis  sie glänzen. Die 
            besprühten Platten bei Raumtemperatur 1  bis 3 Stunden 
            lang trocknen. 
            Anmerkung: Wenn die Platten nicht entak tiviert sind, 
                       können durch irreversible Ad sorption auf 
                       Silicium Resorcinverluste au ftreten. 
4.5.        Fließmittel; Azeton-Chloroform-Essigsäu re (20-75-5) 
            (v/v/v) 
4.6.        Resorcin-Standardlösung; 400 mg Resorci n in 100 ml 
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            Äthanol 96% auflösen (1 ml entspricht 4  000 myg 
            Resorcin). 
4.7.        Interne Standardlösung; 400 mg 3,5-Dihy droxytoluol (DHT) 
            in 100 ml Äthanol 96% (1 ml entspricht 4 000 myg DHT) 
            lösen. 
4.8.        Standardmischung; 10 ml der Lösung 4.6 und 10 ml der 
            Lösung 4.7 in einem 100-ml-Meßkolben mi schen, bis zur 
            Markierung mit Äthanol 96% auffüllen un d mischen (1 ml 
            entspricht 400 myg Resorcin und 400 myg  DHT). 
4.9.        Silylierungsmittel: 
4.9.1.      N, 0-bis-(Trimethylsilyl)-Trifluorazeta mid (BSTFA) 
4.9.2.      Hexamethyldisilazan (HMDS) 
4.9.3.      Trimethylchlorsilan (TMCS) 
 

5.          GERÄTE 
5.1.        Übliche Laborgeräte sowie Dünnschicht- und 
            Gaschromatographieausrüstung 
5.2.        Laborglas 
 

6.          DURCHFÜHRUNG 
6.1.        Vorbereitung der Probe 
6.1.1.      Eine Prüfmenge (m Gramm) des Produkts, das etwa 20 bis 
            50 mg Resorcin enthält, genau in einen 150-ml-Becher 
            einwiegen. 
6.1.2.      Mit Salzsäure (4.1) ansäuern, bis die M ischung sauer ist 
            (ca. 2 bis 4 ml sind notwendig), 10 ml (40 mg DHT) der 
            internen Standardlösung (4.7) hinzufüge n und vermischen. 
            In einen 100-ml-Meßkolben mit Äthanol ( 4.3) geben, mit 
            Äthanol bis zur Markierung auffüllen un d vermischen. 
6.1.3.      250 myl der Lösung 6.1.2 als kontinuier liche Linie von 
            etwa 8 cm Länge auf eine entaktivierte Silicafolie (4.4) 
            auftragen. 
            Darauf achten, ein möglichst schmales B and zu erhalten. 
6.1.4.      250 myl der Standardmischung (4.8) in g leicher Weise 
            (6.1.3) auf die gleiche Platte auftrage n. 
6.1.5.      An zwei Punkten der Startlinie 5 myl vo n jeder der 
            Lösungen 4.6 und 4.7 auftüpfeln, um die  Lokalisierung 
            nach der Plattenentwicklung zu erleicht ern. 
6.1.6.      Die Platte in einem nicht gesättigten T ank mit der 
            Entwicklungslösung 4.5 entwickeln, bis das Lösungsmittel 
            eine Linie 12 cm von der Startlinie ent fernt erreicht 
            hat; dies dauert im allgemeinen ca. 45 Minuten. Die 
            Platte an der Luft trocknen und die Res orcin/DHT-Zone 
            unter Kurzwellen-UV-Licht (254 nm) loka lisieren. Beide 
            Verbindungen haben ungefähr die gleiche n R tief f-Werte. 
            Die Bänder mit einem Bleistift in einem  Abstand von 2 mm 
            von der äußeren dunklen Grenzlinie der Bänder markieren. 
            Diese markierte Zone mit der Schere abs chneiden und das 
            Adsorptionsmittel durch sorgfältiges Ab schaben isolieren. 
            Das Adsorptionsmittel der Bänder jeweil s in eine kleine 
            10-ml-Flasche aufnehmen. 
6.1.7.      Das die Probe enthaltende Adsorptionsmi ttel und das die 
            Standardmischung enthaltende Adsorption smittel jeweils 
            wie folgt extrahieren: 2 ml Methanol (4 .2) hinzufügen und 
            eine Stunde lang unter ständigem Rühren  mit einem 
            magnetischen Rührstab extrahieren. Die Mischung 
            filtrieren und die Extraktion weitere 1 5 Minuten lang mit 
            2 ml Methanol wiederholen. 
6.1.8.      Das Lösungsmittel der kombinierten Extr akte durch 
            Trocknen über Nacht in einem mit einem geeigneten 
            Trockenmedium gefüllten Vakuum-Exsikkat or verdunsten 
            lassen, keine Hitze anwenden. 
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6.1.9.      Die Rückstände (6.1.8) entweder nach 6. 1.9.1 oder 6.1.9.2 
            silylieren. 
6.1.9.1.    200 myl BSTFA (4.9.1) mit einer Mikrosp ritze hinzufügen 
            und die Mischung in einem geschlossenen  Gefäß 12 Stunden 
            bei Raumtemperatur ruhen lassen. 
6.1.9.2.    Nacheinander 200 myl HMDS (4.9.2) und 1 00 myl TMCS 
            (4.9.3) mit einer Mikrospritze zum Rück stand (6.1.8) 
            hinzufügen und die Mischung 30 Minuten lang bei 
            60 Grad C in einem geschlossenen Gefäß erhitzen. Die 
            Mischung kühlen. 
6.2.        Gaschromatographie 
6.2.1.      Bedingungen für die Gaschromatographie 
            Die Säule muß eine Auflösung R besser 1 ,5 zeigen 
                            2 d hoch 1 (r tief 2 - r tief 1) 
                        R = ----------------------- --------- 
                                 W tief 1 + W tief 2 
            r tief 1 und r tief 2 = Retentionszeite n von 2 Peaks in 
                                    Minuten, 
            W tief 1 und W tief 2 = Breite derselbe n Peaks bei halber 
                                    Peakhöhe, 
            d hoch 1              = Papiervorschub in mm/Min. 
            Die nachstehend beschriebene Säule und 
            gaschromatographischen Bedingungen habe n sich als 
            geeignet erwiesen: 
            Säule:                    rostfreier St ahl 
            Länge:                    200 cm 
            innerer Durchmesser:      ungefähr 3 mm  (1/8'') 
            Füllung:                  10% OV 17 auf  Chromosorb WAW 
                                      100-200 mesh 
            Flammenionisationsdekektor 
            Temperaturen: 
              Säule:                  185 Grad C (i sotherm) 
              Detektor:               250 Grad C 
              Injektor:               250 Grad C 
            Trägergas:                Stickstoff 
            Strömungsgeschwindigkeit: 45 ml/min. 
            Die Strömungsbedingungen für Wasserstof f und Luft sind 
            entsprechend den Gerätebeschreibungen e inzustellen. 
6.2.2.      3 myl der Lösungen gemäß 6.1.9 in den G aschromatographen 
            einspritzen. Für jede Lösung (6.1.9) fü nf Einspritzungen, 
            die Peakflächen genau messen, den Mitte lwert bilden und 
            das Peakflächenverhältnis berechnen: S = Peakfläche 
            Resorcin/Peakfläche DHT. 
 
7.          BERECHNUNG 
            Die in Massenprozent ausgedrückte (% m/ m) 
            Resorcinkonzentration ergibt sich wie f olgt: 
                                    4           S-P robe 
                % (m/m) Resorcin = --- x ---------- ------------ 
                                    M      S-Standa rdmischung 
            Dabei sind: 
            M                  = Prüfmenge in Gramm  (6.1.1), 
            S-Probe            = das durchschnittli che 
                                 Peakflächenverhält nis gemäß 6.2.2 
                                 für die Probelösun g, 
            S-Standardmischung = das durchschnittli che 
                                 Peakflächenverhält nis gemäß 6.2.2 
                                 für die Standardmi schung. 
 
8.          WIEDERHOLBARKEIT (1) 
            Für einen Resorcingehalt von 0,5% darf der Unterschied 
            zwischen Doppelbestimmungen 0,025% nich t überschreiten. 
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--------------------------------------------------- ------------------ 
(1) Siehe Norm ISO 5725. 
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                                                          Anlage 13 
                                                        ------------- 
 
   BESTIMMUNG VON METHANOL IM VERHÄLTNIS ZU ÄTHANOL  ODER PROPANOL-2 
 
1.          ANWENDUNGSBEREICH 
            Diese Methode beschreibt die gaschromat ographische 
            Bestimmung von Methanol in allen kosmet ischen Mitteln 
            (einschließlich Aerosolen). 
            Es können 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 Äthanol oder 
            Propanol-2 anzugeben. 
 
3.          PRINZIP 
            Die Bestimmung wird mit Gaschromatograp hie durchgeführt. 
 
4.          REAGENZIEN 
            Es sind analysenreine Reagenzien zu ver wenden. 
4.1.        Methanol 
4.2.        Äthanol absolutum 
4.3.        Propanol-2 
4.4.        Chloroform, durch Waschen mit Wasser vo n Alkoholen 
            befreit 
 
5.          GERÄTE 
5.1.        Gaschromatograph mit Katharometer-Detek tor (für 
            Aerosol-Proben) 
            Gaschromatograph mit Flammen-Ionisation sdetektor (für 
            Nicht-Aerosol-Proben) 
5.2.        Meßkolben 100 ml 
5.3.        Pipetten 2 ml, 20 ml, 0 bis 1,0 ml 
5.4.        Injektionsspritzen 0 bis 100 myl und 0 bis 5 myl (nur für 
            Aerosol-Proben): gasdichte Spezial-Kolb enspritze 
 
6.          DURCHFÜHRUNG 
6.1.        Vorbereitung der Proben 
6.1.1.      Aerosolprodukte werden gemäß Anlage 2 b ehandelt und 
            anschließend gaschromatographisch nach 6.2.1 bestimmt. 
6.1.2.      Die gemäß Anlage 2 behandelten Nicht-Ae rosolprodukte 
            werden mit Wasser auf einen Gehalt von 1 bis 2% Äthanol 
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            oder Propanol-2 verdünnt und dann gasch romatographisch 
            gemäß den Bedingungen von 6.2.2 bestimm t. 
6.2.        Gaschromatographie 
6.2.1.      Für Aerosolproben ist der Katharometer- Detektor zu 
            verwenden. 
6.2.1.1.    Als Säulenfüllung ist 10% Hallcomid M 1 8 auf Chromosorb 
            W AW 100 - 120 mesh zu verwenden. 
6.2.1.2.    Die Auflösung R muß gleich oder besser als 1,5 sein. 
                                d'r tief 2 - d'r ti ef 1 
                          R = 2 ------------------- ---- 
                                  W tief 1 + W tief  2 
            r tief 1 und r tief 2 = Retentionszeit von 2 Peaks in 
                                    Minuten, 
            W tief 1 und W tief 2 = Breite derselbe n Peaks bei halber 
                                    Peakhöhe, 
            d'                    = Papiervorschub in mm/min. 
6.2.1.3.    Die Auflösung kann beispielsweise unter  folgenden 
            Bedingungen erzielt werden: 
            Säulenmaterial:    rostfreier Stahl 
            Säulenlänge:       3,5 m 
            Säulendurchmesser: 3 mm 
            Katharometerstrom: 150 mA 
            Trägergas:         Helium 
            Druck:             2,5 bar 
            Strömung:          45 ml/Min 
            Temperatur 
              Injektor:        150 Grad C 
              Detektor:        150 Grad C 
              Säulenraum:       65 Grad C 
6.2.2.      Für andere als Aerosolproben ist der 
            Flammenionisationsdetektor zu verwenden . 
6.2.2.1.    Als Säulenfüllung ist Chromosorb 105 au f Porapak QS zu 
            verwenden. 
6.2.2.2.    Die Auflösung R muß gleich oder besser als 1,5 sein. 
                              d'r tief 2 - d'r tief  1 
                        R = 2 --------------------- -- 
                                W tief 1 - W tief 2  
            r tief 1 und r tief 2 = Retentionszeit von 2 Peaks in 
                                    Minuten, 
            W tief 1 und W tief 2 = Breite derselbe n Peaks bei halber 
                                    Peakhöhe, 
            d'                    = Papiervorschub in mm/min. 
6.2.2.3.    Die Auflösung kann beispielsweise unter  folgenden 
            Bedingungen erzielt werden: 
            Säulenmaterial:              rostfreier  Stahl 
            Säulenlänge:                 2 m 
            Säulendurchmesser:           3 mm 
            Elektrometerempfindlichkeit: 8 x 10 hoc h -10 A 
            Trägergas:                   Stickstoff  
            Druck:                       2,1 bar 
            Strömung:                    40 ml/min 
            Brenngas:                    Wasserstof f 
            Druck:                       1,5 bar 
            Strömung:                    20 ml/min 
            Temperatur 
              Injektor:                  150 Grad C  
              Detektor:                  230 Grad C  
              Ofenraum:                  120 - 130 Grad C 
 
7.          EICHDIAGRAMM 
7.1.        Für die gaschromatographischen Bedingun gen nach 6.2.1 
            (Hallcomid-M-18-Säule) sind folgende St andardmischungen 
            zu verwenden. Diese Mischungen sind dur ch Messungen mit 
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            Pipetten herzustellen. Die genaue Menge  wird durch 
            sofortiges Wiegen nach jedem Zusatz fes tgestellt. 
           ---------------------------------------- ------------------ 
              Relative              Äthanol ml 
            Konzentration  Methanol  (oder      Zus atz von Chloroform 
                 %           ml     Propanol-2)   b is zu einem 
                                                  V olumen von 
           ---------------------------------------- ------------------ 
            2,5% ungefähr    0,5        20           100 ml 
            5,0% ungefähr    1,0        20           100 ml 
            7,5% ungefähr    1,5        20           100 ml 
           10,0% ungefähr    2,0        20           100 ml 
           ---------------------------------------- ------------------ 
            2 bis 3 myl n GC injizieren gemäß Bedin gungen nach 6.2.1. 
            Berechne das Peakflächenverhältnis (Met hanol/Äthanol) 
            oder (Methanol/Propanol-2) jeder Mischu ng und trage es in 
            das Eichdiagramm ein. 
            X-Achse: % Methanol im Verhältnis zu Ät hanol oder 
                     Propanol-2; 
            Y-Achse: Peakflächenverhältnis (Methano l/Äthanol) oder 
                     (Methanol/Propanol-2). 
7.2.        Für die GC-Bedingungen nach 6.2.2 (Pora pak QS oder 
            Chromosorb 105) sind folgende Standardm ischungen zu 
            verwenden. Diese Mischungen sind durch Messungen mit 
            einer Injektionsspritze und Pipette her zustellen. Die 
            genaue Menge wird durch sofortiges Wieg en nach jedem 
            Zusatz eingestellt. 
           ---------------------------------------- ------------------ 
              Relative              Äthanol ml 
            Konzentration  Methanol  (oder        Z usatz von Wasser 
                 %           myl    Propanol-2)     bis zu einem 
                                                    Volumen von 
           ---------------------------------------- ------------------ 
            2,5% ungefähr     50        2             100 ml 
            5,0% ungefähr    100        2             100 ml 
            7,5% ungefähr    150        2             100 ml 
           10,0% ungefähr    200        2             100 ml 
           ---------------------------------------- ------------------ 
            2 bis 3 myl gemäß Bedingungen nach 6.2. 2 injizieren. 
            Peakflächenverhältnis (Methanol/Äthanol ) oder 
            (Methanol/Propanol-2) jeder Mischung be rechnen. In 
            Eichdiagramm eintragen: 
            X-Achse: % Methanol im Verhältnis zu Ät hanol oder 
                     Propanol-2; 
            Y-Achse: Peakflächenverhältnis (Methano l/Äthanol) oder 
                     (Methanol/Propanol-2). 
7.3.        Die Eichkurve muß eine Gerade sein. 
8.          WIEDERHOLBARKEIT (1) 
            Bei einem Gehalt an Methanol oder Propa nol-2 von 5% 
            bezogen auf Äthanol darf der Unterschie d zwischen 
            Doppelbestimmungen 0,25% nicht überschr eiten. 
 
--------------------------------------------------- ------------------ 
(1)  Siehe Norm ISO 5725. 
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                                                          Anlage 14 
                                                        ------------- 
 
  QUANTITATIVE BESTIMMUNG VON DICHLORMETHAN UND 1,1 ,1-TRICHLORETHAN 
 
1.          ANWENDUNGSBEREICH 
            Diese Methode beschreibt die quantitati ve Bestimmung von 
            Dichlormethan (Methylenchlorid) und 1,1 ,1-Trichlorethan 
            (Methylchloroform). 
            Sie ist auf alle kosmetischen Mittel an wendbar, die diese 
            Verbindungen enthalten können. 
 
2.          DEFINITION 
            Der gemäß dieser Methode bestimmte Geha lt der Probe an 
            Dichlormethan und an 1,1,1-Trichloretha n wird in 
            Masseprozent ausgedrückt. 
 
3.          PRINZIP 
            Die quantitative Bestimmung beruht auf Gaschromatographie 
            unter Verwendung von Trichlormethan (Ch loroform) als 
            internem Standard. 
 
4.          REAGENZIEN 
            Alle Reagenzien müssen analysenrein sei n. 
4.1.        Trichlormethan (CHCl tief 3). 
4.2.        Tetrachlorkohlenstoff (CCl tief 4). 
4.3.        Dichlormethan (CH tief 2 Cl tief 2). 
4.4.        1,1,1-Trichlorethan (CH tief 3 CCl tief  3). 
4.5.        Aceton. 
4.6.        Stickstoff. 
 

5.          GERÄTE 
5.1.        Übliches Laborgerät. 
5.2.        Gaschromatograph mit Wärmeleitfähigkeit sdetektor. 
5.3.        50-100 ml Aufnahmeflasche (siehe Proben ahme 5.3, 
            Anlage 1) 
5.4.        Druckgasspritze (siehe Probenahmemethod e 5.4.2.2, 
            Anlage 2) 
 
6.          VERFAHREN 
6.1.        Probe ohne Gasüberdruck: 
            Die Probe in einen mit einem Stopfen ve rschlossenen 
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            Erlenmeyerkolben genau einwiegen; eine genau gewogene, 
            der vermuteten Menge des in der Probe e nthaltenen 
            CH tief 2 Cl tief 2 und CH tief 3 CCl t ief 3 äquivalente 
            Menge CHCl tief 3 (4.1) als internen St andard hinzufügen 
            und gründlich durchmischen. 
6.2.        Probe mit Gasüberdruck: 
            In diesem Fall ist die im Kapitel Probe nahme beschriebene 
            Methode unter Beachtung folgender Einze lheiten 
            anzuwenden: 
6.2.1.      Nach Überführung der Probe in die Aufna hmeflasche eine 
            der vermuteten Menge des in der Probe e nthaltenen 
            CH tief 2 Cl tief 2 und/oder CH tief 3 CCl tief 3 
            äquivalente Menge des internen Standard s (4.1) hinzufügen 
            und gründlich durchmischen. 
            Das Totvolumen des Ventils der Aufnahme flasche wird mit 
            0,5 ml CCl tief 4 (4.2) gespült, das ma n verdunsten läßt. 
            Die Masse des internen Standards wird d urch 
            Differenzwägung der Aufnahmeflasche erm ittelt. 
6.2.2.      Das Teflonende der Injektionsspritze wi rd nach dem 
            Aufziehen der Probe so mit Stickstoff ( 4.6) gespült, daß 
            vor der Einführung in den Gaschromatogr aphen im 
            Teflonende keinerlei Probenrückstand zu rückbleibt. 
6.2.3.      Nach jeder Probenahme ist das Ende des Ventils oder das 
            eventuell benutzte Anschlußstück (mit H ilfe einer 
            Injektionsspritze) mehrere Male mit Ace ton (4.5) zu 
            spülen und danach gründlich mit Stickst off (4.6) zu 
            trocknen. 
6.2.4.      Für jede Analyse sind Messungen anhand von zwei 
            verschiedenen Aufnahmeflaschen und fünf  Messungen pro 
            Flasche durchzuführen. 
 
7.          CHROMATOGRAPHIE-BEDINGUNGEN 
7.1.        Vorsäule 
            Material: Edelstahl. 
            Durchmesser: 3 mm oder 6 mm. 
            Länge: 30 cm. 
            Säulenfüllung: Chromosorb, wie für die Herstellung der 
            analytischen Säule verwendet. 
7.2.        Säule 
            Die stationäre Phase besteht aus Hallco mid M 18 auf 
            Chromosorb. Die Säule muß eine Auflösun g R gleich oder 
            besser als 1,5 ergeben. 
                          d'r tief 2 - d'r tief 1 
                    R = 2 ----------------------- 
                            W tief 1 + W tief 2 
            r tief 1 und r tief 2: Retentionszeiten  in Minuten; 
            W tief 1 und W tief 2: Peakbreiten in h alber Höhe in mm; 
            d'                   : Papiervorschub i n mm/min. 
7.3.        Zum Beispiel führten folgende Säulen zu  den gewünschten 
            Ergebnissen: 
            Säule:                      I                  II 
            Material der Säule:     Edelstahl           Edelstahl 
            Länge:                    3,50 m              4,0 m 
            Durchmesser:               3 mm               6 mm 
            Säulenfüllung: 
              Chromosorb:              WAW             WAW-DMCS-HP 
              Korngröße:           100-120 mesh         60-80 mesh 
              Stationäre Phase:   Hallcomid M 18      Hallcomid M 18 
                                       10%                 20% 
            Temperatur: 
              Säule:                   65 Grad C           75 Grad C 
              Injektor:               150 Grad C          125 Grad C 
              Detektor:               150 Grad C          200 Grad C 
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            Trägergas: 
              Helium:                 45 ml/min           60 ml/min 
              Vordruck:                2,5 bar             2,0 bar 
              Injektion:               15 myl              15 myl 
 
8.          ERMITTLUNG DER PROPORTIONALITÄTSKOEFFIZ IENTEN 
            In einen Erlenmeyerkolben ist das folge nde Gemisch genau 
            einzuwiegen: 
            CH tief 2 Cl tief 2 (4.3): 30% m/m Dich lormethan, 
            CH tief 3 CCl tief 3 (4.4): 35% m/m Tri chlorethan, 
            CHCl tief 3 (4.1): 35% m/m Trichlormeth an. 
            Dieses Gemisch dient dazu, die Werte de r 
            Proportionalitätskoeffizienten zu stabi lisieren. 
 
9.          BERECHNUNGEN 
9.1.        Berechnung des Proportionalitätskoeffiz ienten einer 
            Substanz p im Verhältnis zu einer Subst anz a (interner 
            Standard) 
            Bedeutet p die zu analysierende Substan z, 
            so ist: 
            k tief p: der Proportionalitätskoeffizi ent dieser 
                      Substanz, 
            m tief p: ihre Masse in der Mischung, 
            A tief p: ihre Peakfläche; 
            bedeutet a die Substanz des internen St andards, 
            so ist: 
            k tief a: ihr Proportionalitätskoeffizi ent (= 1 gesetzt), 
            m tief a: ihre Masse in der Mischung, 
            A tief a: ihre Peakfläche: 
                                  m tief p x A tief  a 
                       k tief p = ----------------- -- 
                                  m tief a x A tief  p 
            Zum Beispiel wurden folgende 
            Proportionalitätskoeffizienten erhalten  (für CHCl tief 3: 
            k = 1): 
            CH tief 2 Cl tief 2: k tief 1 = 0,78 +-  0,03 
            CH tief 3 CCl tief 3: k tief 2 = 1,00 + - 0,03 
9.2.        Berechnung des prozentualen Anteils (m/ m) von CH tief 2 
            Cl tief 2 und CH tief 3 CCl tief 3 in d er zu 
            untersuchenden Mischung 
            k tief 1: Proportionalitätskoeffizient von CH tief 2 
                      Cl tief 2, 
            k tief 2: Proportionalitätskoeffizient von CH tief 3 
                      CCl tief 3, 
            m tief a: Masse in g des zugesetzten CH Cl tief 3, 
            m tief s: Masse in g der zu untersuchen den Probe, 
            A tief a: Peakfläche des CHCl tief 3, 
            A tief 1: Peakfläche des CH tief 2 Cl t ief 2, 
            A tief 2: Peakfläche des CH tief 3 CCl tief 3, 
                                 m tief a x A tief 1 x k tief 1 x 100 
   % (m/m) CH tief 2 Cl tief 2 = ------------------ ------------------ 
                                          A tief a x m tief s 
                                 m tief a x A tief 2 x k tief 2 x 100 
   % (m/m)CH tief 3 CCl tief 3 = ------------------ ------------------ 
                                          A tief a x m tief s 
 
10.         WIEDERHOLBARKEIT (1) 
            Bei einem Gehalt an Dichlormethan und/o der 
            1,1,1-Trichlorethan von 25% (m/m) darf der Unterschied 
            zwischen den Ergebnissen zweier Paralle lbestimmungen an 
            derselben Probe 2,5% absolut nicht über schreiten. 
 
--------------------------------------------------- ------------------ 



  Bundesrecht 

www.ris.bka.gv.at  Seite 4 von 4 

(1) Siehe ISO-Norm 5725. 
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                                                          Anlage 15 
                                                        ------------- 
 
   NACHWEIS UND QUANTITATIVE BESTIMMUNG VON 8-CHINO LINOL UND DESSEN 
                               SULFAT 
 
1.          ANWENDUNGSBEREICH 
            Diese Methode beschreibt die Identifika tion und 
            quantitative Bestimmung von 8-Chinolino l und seinem 
            Sulfat in kosmetischen Erzeugnissen. 
 
2.          DEFINITION 
            Der nach dieser Methode bestimmte Gehal t der Probe an 
            8-Chinolinol wird ausgedrückt in Massen -% 8-Chinolinol. 
 
3.          PRINZIP 
3.1.        Identifikation 
            Die Identifikation erfolgt durch 
            Dünnschichtchromatographie. 
3.2.        Quantitative Bestimmung 
            Die quantitative Bestimmung erfolgt dur ch Photometrie des 
            nach Zugabe von Fehlingscher Lösung geb ildeten 
            Kupferkomplexes bei 410 nm. 
 
4.          REAGENZIEN 
            Es sind analysenreine Reagenzien zu ver wenden. 
4.1.        8-Chinolinol (8-Hydroxychinolin). 
4.2.        Benzol; wegen seiner Toxizität ist beim  Arbeiten mit 
            Benzol größte Vorsicht geboten. 
4.3.        Chloroform. 
4.4.        50%ige Natriumhydroxidlösung (m/m). 
4.5.        Kupfersulfat . 5 H tief 2 O. 
4.6.        Kaliumnatriumtartrat. 
4.7.        Salzsäure 1 N. 
4.8.        Schwefelsäure 1 N. 
4.9.        Natriumhydroxidlösung 1 N. 
4.10.       Ethanol. 
4.11.       n-Butanol. 
4.12.       Eisessig. 
4.13.       Salzsäure 0,1 N. 
4.14.       Celite 545 oder gleichwertiges Produkt.  
4.15.       Vergleichslösungen 
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4.15.1.     100,0 mg 8-Chinolinol (4.1) in einen 10 0 ml Meßkolben 
            einbringen, in wenig 1 N Schwefelsäure (4.8) lösen und 
            danach mit 1 N H tief 2 SO tief 4 (4.8)  bis zur Marke 
            auffüllen. 
4.15.2.     100,0 mg 8-Chinolinol (4.1) in einen 10 0 ml Meßkolben 
            einbringen, in Ethanol (4.10) lösen, mi t Ethanol (4.10) 
            bis zur Marke auffüllen und mischen. 
4.16.       Fehling'sche Lösung 
            Lösung A 
            In einen 100 ml Meßkolben 7,0 g Kupfers ulfat . 5 H 
            tief 2 O (4.5) einwägen. In wenig Wasse r auflösen, mit 
            Wasser bis zur Marke auffüllen und misc hen. 
            Lösung B 
            In einen 100 ml Meßkolben 35,0 g Kalium natrium-tartrat 
            (4.6) einwägen und in 50 ml Wasser löse n. Nach dem Zusatz 
            von 20 ml 50%iger Natriumhydroxidlösung  (4.4) mit Wasser 
            bis zur Marke auffüllen und mischen. 
            Unmittelbar vor dem Gebrauch 10,0 ml Lö sung A und 10,0 ml 
            Lösung B in einen 100 ml Meßkolben pipe ttieren und mit 
            Wasser bis zur Marke auffüllen. 
4.17.       Fließmittel für die Dünnschichtchromato graphie 
            I.  n-Butanol-Eisessig-Wasser (80-20-20 ; v/v/v). 
            II. Chloroform-Eisessig (95-5; v/v). 
4.18.       1%ige (m/v) Lösung von 
            2,6-Dichlor-4-(chlorimino)cyclohexa-2,5 -dienon in Ethanol 
            (4.10). 
4.19.       1%ige (m/v) Natriumkarbonatlösung. 
4.20.       30%ige (v/v) Lösung von Ethanol (4.10) in Wasser. 
4.21.       5%ige (m/v) Lösung von 
            Dinatriumdihydrogenethylendiamintetraac etat. 
4.22.       Puffer P tief H 7 
            27 g KH tief 2 PO tief 4 und 70 g K tie f 2 HPO tief 4 . 
            3 H tief 2 O in einen 1-Liter-Meßkolben  einwägen und mit 
            Wasser auffüllen. 
4.23.       Kieselgeldünnschicht-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) besprüht und bei 80 Grad  C getrocknet 
            worden sind. 
 
5.          GERÄTE 
5.1.        100 ml Rundkolben mit Schliff. 
5.2.        Meßkolben. 
5.3.        10 und 5 ml Meßpipetten. 
5.4.        20, 15, 10, 5 ml Vollpipetten. 
5.5.        100, 50 und 25 ml Scheidetrichter. 
5.6.        Faltenfilter Durchmesser 9 cm. 
5.7.        Rotationsverdampfer. 
5.8.        Rückflußkühler mit Schliff. 
5.9.        Spektralphotometer. 
5.10.       1 cm Küvetten. 
5.11.       Rührwerk mit elektrischer Heizung. 
5.12.       Glassäule für Chromatographie, 160 mm L änge und 8 mm 
            Durchmesser, die am unteren Ende eine V erjüngung enthält, 
            in der sich ein Glaswollpfropfen befind et und deren 
            oberes Teil so beschaffen ist, daß unte r Anwendung eines 
            geringen Überdruckes eluiert werden kan n. 
 
6.          VERFAHREN 
6.1.        Identifikation 
6.1.1.      Flüssige Proben 
6.1.1.1.    Der P tief H-Wert eines Teiles der zu u ntersuchenden 
            Probe wird eingestellt auf 7,0 und soda nn werden auf je 
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            einen Punkt der Startlinie einer vorbeh andelten 
            Kieselgeldünnschichtplatte (4.23) 5 bzw . 10 myl 
            aufgetragen. 
6.1.1.2.    Auf zwei weitere Punkte der Startlinie werden 10 bzw. 
            30 myl der Vergleichslösung (4.15.2) au fgetragen. 
            Anschließend wird die Platte in einem d er beiden 
            Fließmittel (4.17) entwickelt. 
6.1.1.3.    Nachdem die Fließmittelfront 15 cm erre icht hat, wird die 
            Platte bei 110 Grad C getrocknet (15 Mi nuten). Unter der 
            UV-Lampe (366 nm) fluoreszieren die 8-C hinolinolflecke 
            gelb. 
6.1.1.4.    Anschließend wird mit der 1%igen Natriu mkarbonatlösung 
            (4.19) besprüht und nach dem Trocknen m it der 1%igen 
            2,6-Dichlor-4-(chlorimino)cyclohexa-2,5 -dienonlösung 
            (4.18). Das 8-Chinolinol wird als blaue r Fleck sichtbar. 
6.1.2.      Feste Proben bzw. Cremes 
6.1.2.1.    1 g der Probe wird suspendiert in 5 ml Puffer P tief H 7 
            (4.22) und sodann mit 10 ml Chloroform (4.3) in einen 
            Scheidetrichter überführt und ausgeschü ttelt. Nach 
            Ablassen der Chloroformschicht wird die  wässerige 
            Suspension noch zweimal mit je 10 ml Ch loroform (4.3) 
            extrahiert und die vereinigten und filt rierten 
            Chloroformextrakte in einem 100 ml Rund kolben (5.1) am 
            Rotationsverdampfer bis fast zur Trockn e eingeengt. Der 
            Rückstand wird in 2 ml Chloroform (4.3)  aufgenommen und 
            10 bzw. 30 myl der erhaltenen Lösung we rden auf der unter 
            6.1.1.1 angegebenen Weise auf einer 
            Kieselgeldünnschichtplatte (4.23) aufge tragen. 
6.1.2.2.    Nach dem Auftragen von 10 bzw. 30 myl d er 
            Vergleichslösung (4.15.2) wird die Plat te weiter 
            behandelt wie unter 6.1.1.2 bis einschl ießlich 6.1.1.4 
            angegeben. 
6.2.        Quantitative Bestimmung 
6.2.1.      flüssige Proben 
6.2.1.1.    In einen 100 ml Rundkolben mit Schliff werden 5,00 g der 
            Probe eingewogen, 1 ml der 1 N Schwefel säure (4.8) 
            zupipettiert und die Mischung bei vermi ndertem Druck 
            (50 Grad C) bis fast zur Trockne eingee ngt. 
6.2.1.2.    Dieser Rückstand wird in 20 ml warmem W asser gelöst, in 
            einen 100 ml Meßkolben unter dreimalige m Nachspülen mit 
            je 20 ml Wasser überführt, mit Wasser a uf 100 ml 
            aufgefüllt und gemischt. 
6.2.1.3.    Von dieser Lösung werden 5,0 ml in eine n 50 ml 
            Scheidetrichter (5.5) einpipettiert. Na ch dem Zusatz von 
            10 ml Fehling'scher Lösung (4.16) wird der entstandene 
            8-Chinolinol-Kupferkomplex dreimal mit je 8 ml Chloroform 
            (4.3) ausgeschüttelt. 
6.2.1.4.    Die Chloroformphasen werden filtriert u nd in einem 25 ml 
            Meßkolben (5.2) gesammelt. Nach dem Auf füllen mit 
            Chloroform (4.3) und Umschütteln wird d ie Extinktion der 
            gelben Lösung bei Lambda = 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 m l Rundkolben 
            (5.1) eingewogen, 30 ml Benzol (4.2) so wie 20 ml 1 N 
            Salzsäure (4.7) zugefügt und der Kolben inhalt 30 Minuten 
            am Rückfluß unter Rühren gekocht. 
6.2.2.2.    Der Kolbeninhalt wird in einen 100 ml S cheidetrichter 
            (5.5) überführt und mit 5 ml 1 N HCl (4 .7) nachgespült. 
            Die wässerige Phase wird in einen Rundk olben (5.1) 
            überführt, die Benzolphase mit 5 ml 1 N  Salzsäure (4.7) 
            nachgewaschen und das Waschwasser mit d er übrigen 
            wässerigen Phase vereint. Weiterführung  der Analyse wie 
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            unter 6.2.2.4 angegeben. 
6.2.2.3.    Im Falle von Emulsionen, die die weiter e Aufarbeitung 
            behindern: 
            0,500 g der Probe werden mit 2 g Celite  545 (4.14) der 
            Art vermischt, daß ein lockeres Puder e ntsteht. Die 
            Mischung wird portionsweise in eine 
            Chromatographie-Glassäule (5.12) überfü hrt und nach jeder 
            Zugabe die Säulenfüllung fest gepackt m it Hilfe eines 
            Glasstabes. Sobald die gesamte Mischung  in die Säule 
            überführt ist, wird mit 0,1 N Salzsäure  (4.13) eluiert 
            und zwar so, daß innerhalb von ungefähr  zehn Minuten 
            10 ml Eluat erhalten werden, nötigenfal ls kann diese 
            Elution unter einem geringen Stickstoff -Überdruck 
            durchgeführt werden. Während der Elutio n muß darauf 
            geachtet werden, daß sich immer Salzsäu re oberhalb der 
            Säulenfüllung befindet. Die ersten 10 m l Eluat werden wie 
            unter 6.2.2.4 angegeben weiter verarbei tet. 
6.2.2.4.    Die gesammelten wässerigen 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 Rückstand wird in 6 ml 1 N Natriumh ydroxydlösung 
            (4.9) gelöst, 20 ml Fehling'sche Lösung  (4.16) zugefügt 
            und der Kolbeninhalt in einen 50 ml Sch eidetrichter (5.5) 
            überführt unter Nachspülen mit 8 ml Chl oroform (4.3). 
            Nach dem Ausschütteln wird die Chlorofo rmphase filtriert 
            und in einem 50 ml Meßkolben (5.2) gesa mmelt. 
6.2.2.6.    Diese Extraktion noch dreimal mit 8 ml Chloroform (4.3) 
            wiederholen. Die Chloroformphasen werde n filtriert und 
            ebenfalls in dem 50 ml Meßkolben (5.2) gesammelt. 
            Nach dem Auffüllen mit Chloroform und U mschütteln wird 
            die Extinktion der gelben Lösung bei La mbda = 410 nm 
            gegen Chloroform gemessen. 
 
7.          AUFSTELLEN DER EICHKURVE 
            In je einen 100 ml Rundkolben (5.1), de r 3 ml 30%igen 
            wässerigen Ethanol (4.20) enthält, werd en 5, 10, 15 bzw. 
            20 ml der Vergleichslösung (4.15.1) ein pipettiert und wie 
            unter 6.2.1 beschrieben aufgearbeitet. 
 
8.          BERECHNUNG 
8.1.        Flüssige Proben 
                                            a 
            8-Chinolinolgehalt in % (m/m) = - x 100  
                                            m 
            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) = -- x 10 0 
                                            m 
            worin: 
            a    : mg 8-Chinolinol, abgelesen auf d er Eichkurve (7), 
            m (mg): Einwaage der Probe (6.2.2.1). 
 
9.          WIEDERHOLBARKEIT (1) 
            Bei einem Gehalt von ca. 0,3% 8-Chinoli nol darf der 
            Unterschied zwischen den Ergebnissen zw eier 
            Parallelbestimmungen an derselben Probe  nicht höher sein 
            als 0,02%. 
 
--------------------------------------------------- ------------------ 
(1) Siehe ISO-Norm 5725. 
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                                                          Anlage 16 
                                                        ------------- 
 
                    QUANTITATIVE BESTIMMUNG DES AMM ONIAKS 
 
1.          ANWENDUNGSBEREICH 
            Die Methode beschreibt die Bestimmung v on freiem Ammoniak 
            in kosmetischen Erzeugnissen. 
 
2.          DEFINITION 
            Der nach dieser Methode bestimmte Gehal t der Probe an 
            Ammoniak wird ausgedrückt in Massenproz ent NH tief 3. 
 
3.          PRINZIP 
            Zu dem kosmetischen Erzeugnis wird in 
            Methanol-Wasser-Medium eine Bariumchlor id-Lösung 
            hinzugefügt. Dieses Vorgehen vermeidet die Miterfassung 
            bestimmter Ammoniumsalze während der 
            Wasserdampfdestillation (wie des Karbon ats und des 
            Hydrogenkarbonats, von Salzen von Fetts äuren usw.). 
            Ammonium-acetat wird unter diesen Bedin gungen miterfaßt. 
            Das Ammoniak wird durch Wasserdampfdest illation aus dem 
            Filtrat oder aus der überstehenden Flüs sigkeit entfernt 
            und titrimetrisch oder potentiometrisch  bestimmt. 
 
4.          REAGENZIEN 
            Alle Reagenzien müssen analysenrein sei n. 
4.1.        Methanol. 
4.2.        25%ige (m/v) Bariumchlorid-Dihydrat-Lös ung. 
4.3.        4%ige (m/v) Ortho-Borsäurelösung. 
4.4.        Schwefelsäure-Maßlösung, 0,5 N. 
4.5.        Flüssiges Antischaummittel. 
4.6.        Natriumhydroxid-Maßlösung, 0,5 N. 
4.7.        Indikator: Mischung von 5 ml einer Meth ylrotlösung (0,1% 
            in Ethanol) mit 2 ml einer Methylenblau lösung (0,1% in 
            H tief 2 O). 
 
5.          GERÄTE 
5.1.        Übliches Laborgerät. 
5.2.        Zentrifuge mit verschließbaren Zentrifu gengläsern. 
5.3.        Wasserdampfdestillationsapparatur. 
5.4.        Potentiograph. 
5.5.        Glaselektrode und 
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            Diquecksilberdichlorid(Kalomel)-Referen zelektrode. 
 
6.          VERFAHREN 
6.1.        In einen 100-ml-Meßkolben wird eine Pro benmenge, die 
            maximal 150 mg NH tief 3 entspricht, au f 1 mg genau 
            eingewogen. 
6.2.        Zu der Probe werden hinzugefügt: 
            10 ml H tief 2 O, 
            10 ml Methanol (4.1), 
            10 ml Bariumchloridlösung (4.2). 
            Bis zur 100-ml-Marke mit Methanol (4.1)  auffüllen. 
6.3.        Homogenisieren und über Nacht im Kühlsc hrank (5 Grad C) 
            aufbewahren. 
6.4.        Die noch kalte Lösung wird dann filtrie rt oder in 
            geschlossenen Gläsern zentrifugiert, bi s eine klare 
            Trennung erreicht ist (10 Min.). 
6.5.        40 ml der klaren Lösung werden mit der Pipette in die 
            Apparatur (5.3) eingefüllt und eventuel l 0,5 ml 
            Antischaummittel (4.5) hinzugegeben. 
6.6.        Anschließend wird destilliert. 
            200 ml des Destillats werden in einem 2 50-ml-Becherglas, 
            das 10,0 ml H tief 2 SO tief 4 - 0,5 N (4.4) und 0,1 ml 
            des Indikators (4.7) enthält, aufgefang en. 
6.7.        Die überschüssige H tief 2 SO tief 4 wi rd mit NaOH 0,5 N 
            (4.6) rücktitriert. 
6.8.        Im Fall einer potentiometrischen Bestim mung werden 200 ml 
            Destillat in einem 250-ml-Becherglas, d as 25 ml 
            Orthoborsäure (4.3) enthält, aufgefange n. Anschließend 
            wird mit H tief 2 SO tief 4 - 0,5 N (4. 4) titriert. 
 
7.          AUSWERTUNG 
7.1.        Berechnung bei Rückbestimmung mit Indik ator 
            Mit: 
            V tief 1 (ml): Volumen der zugegebenen NaOH 0,5 N (4.6), 
            T tief 1     : Titer der NaOH 0,5 N (4. 6), 
            T tief 2     : Titer der H tief 2 SO ti ef 4 0,5 N (4.4), 
            m (mg)       : Probeneinwaage (6.1) 
            ergibt sich folgende Formel: 
                       (10 T tief 2 - V tief 1 T ti ef 1) x 17 x 100 
   NH tief 3 % (m/m) = ---------------------------- ---------------- = 
                                      0,4 m 
                       (10 T tief 2 - V tief 1 T ti ef 1) x 4250 
                       ---------------------------- ------------ 
                                         m 
7.2.        Berechnung bei direkter potentiometrisc hen Bestimmung 
            Mit: 
            V tief 2 (ml): Volumen H tief 2 SO tief  4 0,5 N (4.4), 
            T tief 2     : Titer der H tief 2 SO ti ef 4 0,5 N (4.4), 
            m (mg)       : Probeneinwaage (6.1) 
            ergibt sich folgende Formel: 
                                     V tief 2 x T t ief 2 x 17 x 100 
                 NH tief 3 % (m/m) = -------------- ---------------- = 
                                                0,4  m 
                                     V tief 2 x T t ief 2 x 4250 
                                     -------------- ------------ 
                                                 m 
 
8.          WIEDERHOLBARKEIT (1) 
            Bei einem Gehalt von ca. 6% NH tief 3 d arf die Differenz 
            zwischen den Ergebnissen zweier paralle l durchgeführter 
            Bestimmungen an derselben Probe nicht h öher sein als 
            0,6%. 
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--------------------------------------------------- ------------------ 
(1) Siehe ISO-Norm 5725. 
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                                                          Anlage 17 
                                                        ------------- 
 
         NACHWEIS UND QUANTITATIVE BESTIMMUNG VON N ITROMETHAN 
 
1.          ANWENDUNGSBEREICH 
            Diese Methode ist zum Nachweis und zur quantitativen 
            Bestimmung von Nitromethan bis zu einem  Gehalt von 0,3% 
            in kosmetischen Mitteln in Aerosolbehäl tern geeignet. 
 
2.          DEFINITION 
            Der mit dieser Methode festgestellte Ni tromethangehalt 
            ist definiert als der prozentuale Masse nanteil von 
            Nitromethan in dem gesamten Inhalt des Aerosolbehälters. 
 
3.          PRINZIP 
            Der Nachweis des Nitromethan erfolgt du rch eine 
            Farbreaktion, seine quantitative Bestim mung durch 
            Gaschromatographie nach Zugabe eines in ternen Standards. 
 
4.          NACHWEIS 
4.1.        Reagenzien 
            Alle Reagenzien müssen analysenrein sei n. 
4.1.1.      Natriumhydroxidlösung 0,5 N. 
4.1.2.      Folinreagenz 
            0,1 g 1 ,2-Naphthochinon-4-Sulfonsäure- Natriumsalz in 
            Wasser lösen und auf 100 ml auffüllen. 
4.2.        Verfahren 
            Zu 1 ml der Probe werden 10 ml von 4.1. 1 und 1 ml von 
            4.1.2 hinzugefügt. Eine violette Färbun g zeigt die 
            Anwesenheit von Nitromethan an. 
 
5.          QUANTITATIVE BESTIMMUNG 
5.1.        Reagenzien 
            Alle Reagenzien müssen analysenrein sei n. 
5.1.1.      Chloroform (interner Standard 1). 
5.1.2.      2,4-Dimethylheptan (interner Standard 2 ). 
5.1.3.      Ethanol 95%. 
5.1.4.      Nitromethan. 
5.1.5.      Chloroform-Referenzlösung 
            Etwa 650 mg Chloroform (5.1.1) in einen  zuvor gewogenen 
            25-ml-Meßkolben einfüllen. Kolben und I nhalt genau 
            wiegen. Mit 95%igem Ethanol (5.1.3) auf  25 ml auffüllen. 
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            Wiegen und den prozentualen Gewichtsant eil von Chloroform 
            in dieser Lösung berechnen. 
5.1.6.      Dimethylheptan-Referenzlösung 
            Auf gleiche Weise wie die Chloroform-Re ferenzlösung 
            zubereiten, aber in den 25-ml-Meßkolben  270 mg 
            2,4-Dimethylheptan (5.1.2) einwiegen. 
5.2.        Geräte 
5.2.1.      Gaschromatograph mit Flammenionisations detektor. 
5.2.2.      Gerät für die Probenahme von Aerosolen (Aufnahmeflasche, 
            Mikrospritze, Anschlußstücke usw.), wie  in Anlage 2 
            beschrieben. 
5.2.3.      Übliche Laborgeräte. 
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 vorb ereitet wurde, 
            etwa 5 ml des internen Standards 5.1.5 oder 5.1.6 
            einfüllen. Eine 10- oder 20-ml-Glasspri tze ohne Nadel 
            verwenden, die an das Anschlußstück ent sprechend der in 
            Punkt 5 der Anlage 2 der oben angegeben en Richtlinie 
            beschriebenen Technik angepaßt wurde. E rneut wiegen, um 
            die hinzugegebene Menge zu bestimmen. N ach der gleichen 
            Technik in die gleiche Flasche etwa 50 g des Inhalts der 
            Aerosolbehälterprobe umfüllen. Erneut w iegen, um die 
            Menge der umgefüllten Probe zu bestimme n. Gut mischen. 
            Etwa 10 myl mit der speziellen Mikrospr itze (5.2.2) 
            einspritzen. Fünf Einspritzungen vorneh men. 
5.3.2.      Vorbereitung der Standardlösung 
            In einen 50-ml-Meßkolben etwa 500 mg Ni tromethan (5.1.4) 
            und entweder 500 mg Chloroform (5.1.1) oder 210 mg 
            2,4-Dimethylheptan (5.1.2) genau einwie gen und mit 
            95%igem Ethanol (5.1.3) auffüllen. Gut mischen. 5 ml 
            dieser Lösung werden in einen 20-ml-Meß kolben eingefüllt. 
            Mit 95%igem Ethanol (5.1.3) auffüllen. Etwa 10 myl mit 
            der speziellen Mikrospritze (5.2.2) ein spritzen. Fünf 
            Einspritzungen vornehmen. 
5.3.3.      Gaschromatographische Bedingungen 
5.3.3.1.    Säule 
            Sie besteht aus zwei Teilen, der erste enthält 
            Didecylphthalat auf Gas Chrom Q als sta tionäre Phase, der 
            zweite Teil Ucon 50 HB 280 X auf Gas Ch rom Q als 
            stationäre Phase. 
            Die so hergestellte Säule muß eine Aufl ösung R ergeben, 
            die gleich oder besser als 1,5 ist, wob ei bedeuten: 
                               d'r tief 2 - d'r tie f 1 
                         R = 2 -------------------- --- 
                                 W tief 1 + W tief 2 
            r tief 1 und r tief 2: Retentionszeit i n Minuten, 
            W tief 1 und W tief 2: Peakbreiten in h alber Höhe in mm, 
            d'                   : Papiervorschub i n mm/min. 
            Als Beispiel ergeben die folgenden zwei  Säulenteile die 
            erforderliche Auflösung: 
            Teil A: 
            Material:    rostfreier Stahl. 
            Länge:       1,5 m. 
            Durchmesser: 3 mm. 
            Packung:     20% Didecylphthalat auf Ga s Chrom Q, 
                         100-120 mesh. 
            Teil B: 
            Material:    rostfreier Stahl. 
            Länge:       1,5 m. 
            Durchmesser: 3 mm. 
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            Packung:     20% Ucon 50 HB 280 X, auf Gas Chrom Q, 
                         100-120 mesh. 
5.3.3.2.    Detektor 
            Die geeignete Empfindlichkeit des Elekt rometers des 
            Flammenionisationsdetektors ist 8 x 10 hoch -10 A. 
5.3.3.3.    Temperaturbedingungen 
            Folgende Bedingungen haben sich als gee ignet erwiesen: 
            Injektor: 150 Grad C. 
            Detektor: 150 Grad C. 
            Säule:    zwischen 50 Grad C und 80 Gra d C, je nach Art 
                      der Säule und des Gerätes. 
5.3.3.4.    Gase 
            Trägergas: Stickstoff. 
            Druck:     2,1 bar. 
            Durchfluß: 40 ml/min. 
            Detektor:  die zu verwendenden Gase ent sprechend den 
                       Angaben des Herstellers. 
 
6.          BERECHNUNGEN 
6.1.        Responsefaktor von Nitromethan, berechn et unter 
            Zugrundelegung des verwendeten internen  Standards 
            Dabei ist: 
            n:         Nitromethan, 
            k tief n:  Responsefaktor, 
            m' tief n: Masse in g in der Mischung, 
            S' tief n: Peakfläche, 
            c:         interner Standard, Chlorofor m oder 
                       2,4-Dimethylheptan, 
            m' tief c: Masse in g in der Mischung, 
            S' tief c: Peakfläche. 
            Daraus folgt: 
                                    m' tief n   S' tief c 
                         k tief n = --------- x --- ------ 
                                    m' tief c   S' tief n 
            Dabei ist k tief n eine Funktion des Ge rätes. 
6.2.        Konzentration von Nitromethan in der Pr obe: 
            n:        Nitromethan, 
            k tief n: Responsefaktor, 
            S tief n: Peakfläche, 
            c:        interner Standard, Chloroform  oder 
                      2,4-Dimethylheptan, 
            m tief c: Masse in g in der Mischung, 
            S tief c: Peakfläche, 
            M:        Masse in g des umgefüllten Ae rosols. 
            Daraus folgt: der Anteil in % m/m Nitro methan in der 
                          Probe ist: 
                       m tief c   k tief n x S tief  n 
                       -------- x ----------------- -- x 100 
                          M             S tief c 
 
7.          WIEDERHOLBARKEIT (1) 
            Bei einem Nitromethangehalt von 0,3% (m /m) darf der 
            Unterschied zwischen den Ergebnissen zw eier parallel 
            ausgeführten Bestimmungen an der gleich en Probe 0,03% 
            nicht überschreiten. 
 
--------------------------------------------------- ------------------ 
(1) Siehe ISO-Norm 5725. 
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                                                          Anlage 18 

                                                        ------------- 
 

NACHWEIS UND QUANTITATIVE BESTIMMUNG VON THIOGLYKOLSÄURE IN 

DAUERWELLENPRÄPARATEN, HAARENTKRÄUSELUNGSMITTELN UND 

                       ENTHAARUNGSMITTELN 
 
1.          ANWENDUNGSBEREICH 
            Die Methode beschreibt den Nachweis und  die quantitative 
            Bestimmung von Thioglykolsäure in Dauer wellenpräparaten, 
            Haarentkräuselungsmitteln und Enthaarun gsmitteln in 
            Gegenwart anderer, eventuell vorhandene r 
            Reduktionsmittel. 
 
2.          DEFINITION 
            Der nach dieser Methode bestimmte Gehal t der Probe an 
            Thioglykolsäure wird in Massenprozent T hioglykolsäure 
            angegeben. 
 
3.          PRINZIP 
            Thioglykolsäure wird entweder durch Far breaktionen oder 
            durch Dünnschichtchromatographie nachge wiesen. Ihre 
            quantitative Bestimmung erfolgt entwede r durch Jodometrie 
            oder Gaschromatographie. 
 
4.          NACHWEIS 
4.1.        Nachweis durch Farbreaktion 
4.1.1.      Reagenzien 
            Alle Reagenzien müssen analysenrein sei n. 
4.1.1.1.    Bleidi(acetat)-Papier. 
4.1.1.2.    Salzsäure (1 vol HCl konzentriert + 1 v ol H tief 2 O). 
4.1.2.      Verfahren 
4.1.2.1.    Nachweis der Thioglykolsäure durch Farb reaktion mit 
            Bleidi(acetat): 
            Bringe einen Tropfen der zu untersuchen den Probe auf 
            Bleidi(acetat)-Papier (4.1.1.1). Ersche int eine intensive 
            Gelbfärbung, liegt wahrscheinlich Thiog lykolsäure vor. 
            Empfindlichkeit: 0,5%. 
4.1.2.2.    Nachweis anorganischer Sulfide durch Bi ldung von 
            H tief 2 S nach Ansäuern: 
            Bringe einige mg der zu untersuchenden Probe in ein 
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            Reagenzglas. Füge 2 ml Wasser und 1 ml Salzsäure 
            (4.1.1.2) hinzu. Es entwickelt sich H t ief 2 S, erkennbar 
            an seinem Geruch und der Bildung eines schwarzen 
            Niederschlags von PbS auf dem Bleiaceta t-Papier. 
            Empfindlichkeit: 50 ppm. 
4.1.2.3.    Nachweis von Sulfiten durch Bildung von  SO tief 2 nach 
            Ansäuern: 
            Verfahre wie in Abschnitt 4.1.2.2. Brin ge zum Kochen. 
            SO tief 2 ist erkennbar an seinem Geruc h und seinem 
            Reduktionsvermögen z.B. gegenüber MnO t ief 4 -. 
4.2.        Nachweis durch Dünnschichtchromatograph ie 
4.2.1.      Reagenzien 
            Alle Reagenzien müssen, wenn nicht ande rs angegeben, 
            analysenrein sein. 
4.2.1.1.    Thioglykolsäure mindestens 98% (Reinhei t jodometrisch 
            bestimmt). 
4.2.1.2.    Dithioglykolsäure mindestens 99%. 
4.2.1.3.    Thiomilchsäure mindestens 95%. 
4.2.1.4.    3-Mercaptopropionsäure mindestens 98%. 
4.2.1.5.    Thioglycerin (3-Mercaptopropan-1,2-diol ) mindestens 98%. 
4.2.1.6.    DC-Fertigplatten Kieselgel, Schichtdick e 0,25 mm. 
4.2.1.7.    DC-Fertigplatten Aluminiumoxid, Schicht dicke 0,25 mm 
            (z.B. Merck F 254 E oder gleichwertige) . 
4.2.1.8.    HCl konzentriert (d hoch 20 tief 4 = 1, 19). 
4.2.1.9.    Ethylacetat. 
4.2.1.10.   Chloroform. 
4.2.1.11.   Diisopropylether. 
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/v/v/v). 
4.2.1.16.2. Chloroform-Eisessig (90 : 20) (v/v). 
4.2.1.17.   Sprühmittel: 
4.2.1.17.1. Mische unmittelbar vor Gebrauch gleiche  Volumen von 
            Lösung 4.2.1.14 und 4.2.1.15. 
4.2.1.17.2. Bromlösung 5% (m/v). Löse 5 g Brom in 1 00 ml 
            Tetrachlorkohlenstoff (4.2.1.12). 
4.2.1.17.3. Fluoreszeinlösung 0,1% (m/v). Löse 100 mg Fluoreszein in 
            100 ml Ethanol 95%. 
4.2.1.17.4. Hexaammoniumheptamolybdat 10% (m/v) in Wasser. 
4.2.1.18.   Referenzlösungen: 
4.2.1.18.1. Thioglykolsäure 0,4% (m/v) in Wasser. 
4.2.1.18.2. Dithioglykolsäure 0,4% (m/v) in Wasser.  
4.2.1.18.3. Thiomilchsäure 0,4% (m/v) in Wasser. 
4.2.1.18.4. 3-Mercaptopropionsäure 0,4% (m/v) in Wa sser. 
4.2.1.18.5. Thioglycerin 0,4% (m/v) in Wasser. 
4.2.2.      Geräte 
            Übliche Geräte für die Dünnschichtchrom atographie. 
4.2.3.      Verfahren 
4.2.3.1.    Behandlung der Proben 
            Die Probe mit Salzsäure (4.2.1.8) ansäu ern (pH = 1) und, 
            falls erforderlich, filtrieren. In gewi ssen Fällen ist es 
            ratsam, die Probe zu verdünnen. Dann wi rd das Ansäuern 
            mit Salzsäure vor der Verdünnung vorgen ommen. 
4.2.3.2.    Entwicklung 
            Bringe 1 myl der Probenlösung (4.2.3.1)  und je 1 myl der 
            fünf Referenzlösungen (4.2.1.18) auf di e Platte. Trockne 
            vorsichtig in einem schwachen Stickstof fstrom und 
            entwickle mit dem Fließmittel (4.2.1.16 .1) oder 
            (4.2.1.16.2). Trockne so rasch wie mögl ich unter 
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            Stickstoff zur Vermeidung der Oxidation  der Thiole. 
4.2.3.3.    Anfärbung 
            Besprühe 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) besprüh t, wird sie weiter 
            mit Bromdampf behandelt: stelle sie in ein mit Brom 
            (4.2.1.17.2) gesättigtes Gefäß, bis die  Flecke sichtbar 
            werden. 
            Die Anfärbung mit dem Sprühmittel (4.2. 1.17.4) ist nur 
            dann zufriedenstellend, wenn das Trockn en der Platte 
            1/2 Stunde nicht überschreitet. 
4.2.3.4.    Auswertung 
            Vergleiche die Rf-Werte und die Farbe d er 
            Referenzlösungen mit denen der Probenlö sung. Die hier 
            angegebenen Rf-Mittelwerte können nur a ls Anhaltspunkte 
            und nicht zum direkten Vergleich dienen . Sie sind 
            abhängig von 
            - dem Aktivierungszustand der DC-Platte  während des 
              Chromatographierens, 
            - der Temperatur des Chromatographiegef äßes. 
                    Beispiele für auf einer Kieselg elschicht 
                               erhaltene Rf-Werte 
            --------------------------------------- ------------------ 
                                                    Fließmittel 
                                             ------ ------------------ 
                                               4.2. 1.16.1  4.2.1.16.2 
            --------------------------------------- ------------------ 
            Thioglykolsäure                       0 ,25        0,80 
            Thiomilchsäure                        0 ,40        0,95 
            Dithioglykolsäure                     0 ,00        0,35 
            3-Mercaptopropionsäure                0 ,45        0,95 
            Thioglycerin                          0 ,45        0,35 
            --------------------------------------- ------------------ 
 
5.          QUANTITATIVE BESTIMMUNG (*) 
            Die Bestimmung beginnt immer mit der Jo dometrie. 
5.1.        Jodometrie 
5.1.1.      Prinzip 
            Die quantitative Bestimmung erfolgt dur ch Oxidation der 
            SH-Gruppe durch I tief 2 in saurem Medi um nach folgender 
            Gleichung: 
                2 HOOC-CH tief 2 SH + I tief 2 -> ( HOOC-CH tief 2-S) 
                tief 2 + 2 I hoch - + 2 H hoch + 
5.1.2.      Reagenzien 
            Jodlösung 0,1 N. 
--------------------------------------------------- ------------------ 
(*) Bemerkung: Die Bestimmung der Thioglykolsäure m uß an einem noch 
               nicht verwendeten Produkt aus einem frisch geöffneten 
               Behälter zur Vermeidung von Oxidatio n durchgeführt 
               werden. 
5.1.3.      Geräte 
            Übliche Laborgeräte. 
5.1.4.      Verfahren 
            Wäge in einen 150 ml-Erlenmeyer-Kolben mit Stopfen, der 
            50 ml destilliertes Wasser enthält, etw a 0,5 bis 1 g der 
            Probe genau ein. Füge 5 ml der Salzsäur e (4.1.1.2) 
            (pH-Wert der Lösung etwa 0) hinzu und t itriere mit der 
            0,1 N-Jodlösung (5.1.2) bis zum Auftret en einer 
            Gelbfärbung. Es kann auch ein Indikator  verwendet werden 
            (z.B. Stärkelösung oder Tetrachlorkohle nstoff). 
5.1.5.      Berechnung 
            Der Gehalt an Thioglykolsäure wird nach  folgender Formel 
            berechnet: 
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                             92 . n . 100    0,92n 
                   % (m/m) = ------------- = ----- 
                             1000 . 10 . m     m 
            m: Masse in g der untersuchten Probe, 
            n: Volumen der verbrauchten 0,1 N-Jodlö sung. 
5.1.6.      Bemerkungen 
            Liegt das für Thioglykolsäure errechnet e Ergebnis um 0,1% 
            oder mehr unter der zulässigen Höchstme nge, so erübrigt 
            es sich, weitere quantitative Bestimmun gen vorzunehmen. 
            Ist das Ergebnis gleich oder höher als die zulässige 
            Höchstmenge und hat der qualitative Nac hweis die 
            Anwesenheit weiterer Reduktionsmittel a ngezeigt, so muß 
            eine weitere quantitative Bestimmung du rch 
            Gaschromatographie durchgeführt werden.  
5.2.        Gaschromatographie 
5.2.1.      Prinzip 
            Die Thioglykolsäure wird durch Fällen m it 
            Cadmium-di(acetat)-Lösung von der Matri x getrennt. 
            Nach Methylierung durch Diazomethan - i n situ hergestellt 
            oder zuvor in etherischer Lösung bereit et - wird das 
            Methylderivat der Thioglykolsäure quant itativ durch 
            Gas-Flüssig-Chromatographie mit Methylc aprylat als 
            interner Standard bestimmt. 
5.2.2.      Reagenzien 
            Alle Reagenzien müssen analysenrein sei n. 
5.2.2.1.    Thioglykolsäure 98%. 
5.2.2.2.    Salzsäure konzentriert (d hoch 20 tief 4 = 1,19). 
5.2.2.3.    Methanol. 
5.2.2.4.    Cadmiumdi(acetat) . 2H tief 2 O, 10% (m /v) in Wasser. 
5.2.2.5.    Methylcaprylatlösung, 2% (m/v) in Metha nol. 
5.2.2.6.    Acetat-Pufferlösung - pH 5: 
            Natriumacetat, 3 H tief 2 O: 77 g, 
            Eisessig:                    27,5 ml, 
            mit entmineralisiertem Wasser zu 1 l au ffüllen. 
5.2.2.7.    Salzsäurelösung, 3 N in Methanol, frisc h hergestellt. 
5.2.2.8.    N-Methyl-N-Nitroso-N'-Nitroguanidin. 
5.2.2.9.    Natronlauge 5 N. 
5.2.2.10.   Jodlösung 0,1 N. 
5.2.2.11.   Diethylether. 
5.2.2.12.   Diazomethanlösung, hergestellt aus dem 
            N-Methyl-N-Nitroso-p-Toluolsulfonamid ( Fieser, Reagents 
            for Organic Synthesis Ed. Wiley 1967). 
            Die Lösung enthält etwa 1,5 g Diazometh an in 100 ml Ether 
            (5.2.2.11). 
            Diazomethan ist ein giftiges und sehr i nstabiles Gas; es 
            ist deshalb erforderlich, alle Handhabu ngen unter einem 
            starken Abzug durchzuführen und die Ver wendung von 
            Geräten mit Schliffverbindungen zu verm eiden (es gibt 
            spezielle für diesen Zweck bestimmte Ge räte). 
5.2.3.      Geräte 
5.2.3.1.    Übliches Laborgerät. 
5.2.3.2.    Gerät zur in situ-Herstellung von Diazo methan (Anal. 
            Chem. 45, 1973, 2302). 
5.2.3.3.    Gerät zur Herstellung von Diazomethan n ach Fieser. 
5.2.4.      Probenvorbereitung 
            Wäge in ein 50 ml Zentrifugenglas die P robe genau ein, 
            die der vermuteten Thioglykolsäuremenge  von 50 bis 70 mg 
            entspricht. Mit einigen Tropfen konzent rierter HCL 
            (5.2.2.2) bis zum Erreichen eines pH-We rtes ungefähr 3 
            ansäuern. 
            Füge hinzu:  5 ml entmineralisiertes Wa sser, 
                        10 ml Acetatpuffer (5.2.2.6 ). 
            Mit Indikatorpapier nachprüfen, daß der  pH-Wert etwa 
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            5 beträgt. 
            Dann: 5 ml Cadmiumdi(acetat)lösung (5.2 .2.4). 
            10 Minuten stehen lassen und dann minde stens 15 Minuten 
            lang bei 4 000 g zentrifugieren. 
            Die obenstehende Flüssigkeit abtrennen.  Diese kann (z.B. 
            bei einer Creme) unlösliches Fett entha lten, letzteres 
            darf nicht mit den am Boden des Röhrche ns angesammelten 
            Cadmiummercaptid verwechselt werden. Zu  dem 
            Obenschwimmenden einige Tropfen Cadmium di(acetat)lösung 
            (5.2.2.4) hinzugeben und nachprüfen, da ß keine Ausfällung 
            mehr eintritt. 
            Wenn der vorausgegangene Nachweis ergeb en hat, daß außer 
            Thiolen keine anderen Reduktionsmittel vorliegen, so ist 
            im Obenschwimmenden durch Jodometrie na chzuprüfen, daß 
            die hierin vorliegende Thiolmenge 6 bis  8% der 
            anfänglichen Menge nicht überschreitet.  
            In das den Niederschlag enthaltende Zen trifugenglas 10 ml 
            Methanol (5.2.2.3) geben, den Niedersch lag mit einem 
            Glasstab gut umrühren und erneut mindes tens 15 Minuten 
            lang bei 4 000 g zentrifugieren. 
            Das Obenschwimmende dekantieren und mit tels Jodometrie 
            auf die vollständige Entfernung von Thi olen prüfen. 
            Wasche den Niederschlag ein zweites Mal  nach gleichem 
            Verfahren. 
            Anschließend werden in das Zentrifugeng las gegeben: 
            - 2 ml der Methylcaprylat-Lösung (5.2.2 .5), 
            - 5 ml der methanolischen Salzsäure (5. 2.2.7). 
            Das Mercaptid vollständig auflösen (dab ei kann eine 
            geringe Menge der Ausfällung ungelöst z urückbleiben). 
            Dies ist Lösung S. 
            In einem aliquoten Teil der Lösung S üb erprüfe 
            jodometrisch, daß der Thiolgehalt minde stens 90% des 
            unter 5.1 erhaltenen beträgt. 
5.2.5.      Methylierung 
            Die Methylierung wird entweder mit in s itu hergestelltem 
            (5.2.5.1) oder mit zuvor bereiteter Dia zomethanlösung 
            (5.2.5.2) durchgeführt. 
5.2.5.1     Methylierung - in situ 
            Gib 50 myl der Lösung S in das 1 ml Eth er (5.2.2.11) 
            enthaltende Methylierungsgefäß (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 Etherlösung muß ge lb sein und somit 
            einen Überschuß an Diazomethan anzeigen ) überführe die 
            Probenlösung in ein fest verschließbare s 2 ml Gefäß. 
            Über Nacht im Kühlschrank aufbewahren. Methyliere zwei 
            Proben gleichzeitig. 
5.2.5.2.    Methylierung mit zuvor hergestellter Di azomethanlösung 
            Gib in einen mit Stopfen versehenen 5 m l Kolben 1 ml 
            Diazomethanlösung (5.2.2.12) und dann 5 0 myl der 
            Lösung S. 
            Über Nacht im Kühlschrank stehen lassen . 
5.2.6.      Herstellung des Standards 
            Stelle eine Standardlösung von Thioglyk olsäure bekannten 
            Gehalts her, die etwa 60 mg reine Thiog lykolsäure in 2 ml 
            enthält. Dies ist Lösung E. 
            Fälle, prüfe und methyliere, wie unter 5.2.4 und 5.2.5 
            beschrieben. 
5.2.7       Gaschromatographische Bedingungen 
5.2.7.1.    Säule:       rostfreier Stahl 
            Länge:       2 m 
            Durchmesser: 3 mm 
5.2.7.2.    Säulenfüllung: 20% Didecylphthalat/Chro mosorb 
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                           WAW 80-100 mesh. 
5.2.7.3.    Detektor: FID. 
            Eine geeignete Empfindlichkeitseinstell ung des 
            Elektrometers des FID ist 8 x 10 hoch - 10 A. 
5.2.7.4.    Gase: 
              Trägergas: Stickstoff 2,2 bar, 
                         Durchfluß 35 ml/min. 
              Detektor:  die zu verwendenden Gase e ntsprechend den 
                         Angaben des Herstellers 
5.2.7.5.    Temperaturen: 
              Injektor: 200 Grad C, 
              Detektor: 200 Grad C, 
              Säule:    90 Grad C. 
5.2.7.6.    Schreibervorschub: 5 mm/min 
5.2.7.7.    Einspritzmenge: 3 myl; fünf Einspritzun gen je Probe 
5.2.7.8.    Die Chromatographiebedingungen sind Ric htwerte. Mit ihnen 
            ist eine Auflösung R gleich oder besser  als 1,5 zu 
            erreichen. 
                             d'r tief 2 - d'r tief 1 
                       R = 2 ---------------------- - 
                               W tief 1 + W tief 2 
            r tief 1 und r tief 2: Retentionszeiten  in Minuten, 
            W tief 1 und W tief 2: Peakbreite bei h alber Höhe in mm, 
            d'                   : Schreibervorschu b in mm/min. 
5.2.8.      Berechnung 
5.2.8.1.    Responsefaktor der Thioglykolsäure 
            Es bedeuten: 
            t: Thioglykolsäure 
               k tief t: ihr Proportionalitätsfakto r, 
               m' tief t: ihre Masse in mg in der M ischung, 
               S' tief t: ihre Peakfläche; 
            c: Methylcaprylat 
               m' tief c: seine Masse in mg in der Mischung, 
               S' tief c: seine Peakfläche 
                                     m' tief t   S'  tief c 
                          k tief t = --------- . -- ------- 
                                     m' tief c   S'  tief t 
            Dieser Responsefaktor ist abhängig von der verwendeten 
            Apparatur. 
5.2.8.2.    Gehalt an Thioglykolsäure in der Probe 
            Es bedeuten: 
            t: Thioglykolsäure 
               k tief t: ihr Proportionalitätsfakto r, 
               S tief t: ihre Peakfläche; 
            c: Methylcaprylat 
               m tief c: seine Masse (in mg) in der  Mischung, 
               S tief c: seine Peakfläche; 
            M: die Masse (in mg) der Probe. 
            % (m/m) Thioglykolsäure in der Probe: 
                        m tief c   k tief t . S tie f t 
                        -------- . ---------------- --- . 100 
                           M            S tief c 
 
6.          WIEDERHOLBARKEIT (1) 
            Bei einem Thioglykolsäuregehalt von 8% (m/m) darf die 
            Differenz zwischen zwei an der gleichen  Probe 
            durchgeführten Parallelbestimmungen 0,8 % (m/m) nicht 
            überschreiten. 
 
--------------------------------------------------- ------------------ 
(1) Siehe ISO-Norm 5725. 
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                                                          Anlage 19 
                                                        ------------- 
 
             NACHWEIS UND QUANTITATIVE BESTIMMUNG V ON HEXACHLOROPHEN 
 
A.          IDENTIFIZIERUNG 
 
1.          ZWECK UND ANWENDUNGSBEREICH 
            Dieses Verfahren ist für alle kosmetisc hen Mittel 
            anwendbar. 
 
2.          PRINZIP 
            Hexachlorophen in der Probe wird mit Et hylacetat 
            extrahiert und durch Dünnschichtchromat ographie 
            nachgewiesen. 
 
3.          REAGENZIEN 
            Alle Reagenzien müssen analysenrein sei n. 
3.1.        Schwefelsäure 4 M. 
3.2.        Celite AW. 
3.3.        Ethylacetat. 
3.4.        Fließmittel: 
            Benzol mit 1% v/v Eisessig. 
3.5.        Sprühmittel 1: 
            Rhodamin-B-Lösung: 100 mg Rhodamin B we rden in einer 
            Mischung von 150 ml Diethylether, 70 ml  absolutem Ethanol 
            und 16 ml Wasser gelöst. 
3.6.        Sprühmittel 2: 
            2,6-Dibrom-4-(chlorimino)cyclohexa-2,5- dienonlösung: 
            400 mg 2,6-Dibrom-4(chlorimino)cyclohex a-2,5-dienon in 
            100 ml Methanol lösen (täglich neu zube reiten) 
            Natriumkarbonatlösung: 10 g Natriumkarb onat in 100 ml 
            entmineralisiertem Wasser lösen. 
3.7.        Referenzlösung: 
            0,05% m/v Lösung von Hexachlorophen in Ethylacetat (3.3). 
 
4.          GERÄTE 
4.1.        DC-Fertigplatten Kieselgel F tief 254, 20 x 20 cm. 
4.2.        Übliches Gerät für Dünnschichtchromatog raphie. 
4.3.        Auf 26 Grad C temperierbares Bad. 
 

5.          VORBEREITUNG DER PROBE 
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5.1.        1 g der homogenisierten Probe mit 1 g C elite AW (3.2) und 
            1 ml Schwefelsäure (3.1) gründlich misc hen. 
5.2.        Zwei Stunden lang bei 100 Grad C trockn en lassen. 
5.3.        Abkühlen lassen und getrockneten Rückst and fein 
            pulverisieren. 
5.4.        Zweimal mit jeweils 10 ml Ethylacetat ( 3.3) extrahieren, 
            nach jeder Extraktion zentrifugieren un d die 
            Ethylacetatschichten vereinigen. 
5.5.        Bei 60 Grad C eindampfen lassen. 
5.6.        Den Rückstand in 2 ml Ethylacetat lösen . 
 

6.          VERFAHREN 
6.1.        2 myl der Probelösung (5.6) und 2 myl d er Referenzlösung 
            (3.7) auf eine DC-Platte (4.1) auftrage n. 
6.2.        Das auf 26 Grad C temperierte Chromatog raphiegefäß mit 
            dem Fließmittel (3.4) sättigen. 
6.3.        Die DC-Platte in das Gefäß stellen und bis zu einer Höhe 
            von 15 cm entwickeln lassen. 
6.4.        Die DC-Platte entnehmen und im Trockens chrank bei 
            105 Grad C trocknen lassen. 
6.5.        Entwicklung: 
            Hexachlorophenflecken nach 6.5.1 oder 6 .5.2 sichtbar 
            machen. 
6.5.1.      Sprühmittel 1 (3.5) gleichmäßig auf die  Platte sprühen. 
            Nach 30 Minuten Platte unter UV-Licht ( 254 nm) 
            betrachten. 
6.5.2.      Sprühmittel 2 (3.6): 
            Die Platte gleichmäßig mit der 
            2,6-Dibrom-4-(chlorimino)cyclohexa-2,5- dienonlösung des 
            Sprühmittels 2 (3.6) besprühen. Anschli eßend mit 
            Natriumkarbonatlösung (3.6) sprühen. Pl atte nach 
            10minütiger Trocknung bei Raumtemperatu r im Tageslicht 
            betrachten. 
 
7.          AUSWERTUNG DER ERGEBNISSE 
7.1.        Sprühmittel 1 (3.5): 
            Hexachlorophen erscheint als bläulicher  Fleck auf einem 
            gelb-orange fluoreszierenden Hintergrun d, es hat einen 
            Rf-Wert von etwa 0,5. 
7.2.        Sprühmittel 2 (3.6): 
            Hexachlorophen erscheint als türkisfarb ener Fleck auf 
            weißem Grund mit einem Rf-Wert von etwa  0,5. 
 
B. QUANTITATIVE BESTIMMUNG 
 
1.          ZWECK UND ANWENDUNGSBEREICH 
            Dieses Verfahren ist für alle kosmetisc hen Mittel 
            anwendbar. 
 
2.          DEFINITION 
            Der nach dieser Methode bestimmte Gehal t der Probe an 
            Hexachlorophen wird in Massenprozent (m /m) ausgedrückt. 
 
3.          PRINZIP 
            Hexachlorophen wird nach Umwandlung in das Methylderivat 
            gaschromatographisch mit einem Elektron eneinfangdetektor 
            bestimmt. Bei diesem Verfahren wird ein  interner Standard 
            verwendet. 
 
4.          REAGENZIEN 
            Alle Reagenzien müssen analysenrein sei n. 
4.1.        Ethylacetat. 
4.2.        N-Methyl-N-nitroso-p-toluolsulfonamid ( Diazald). 
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4.3.        Diethylether. 
4.4.        Methanol. 
4.5.        2-(2-Ethoxyethoxy)ethanol (Carbitol). 
4.6.        Ameisensäure. 
4.7.        Kaliumhydroxid - wässerige Lösung 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.       Schwefelsäure 4M. 
4.14.       Celite AW. 
4.15.       Ameisensäure-Ethylacetatlösung 10% v/v.  
4.16.       Hexachlorophen. 
 

5.          GERÄTE 
5.1.        Übliche Laborgeräte. 
5.2.        Apparatur für die Herstellung von Diazo methan - Millimole 
            Size - (vgl. Anal. Chem. 45, 2302 - 3, 1973). 
5.3.        Gaschromatograph mit hoch 63Ni-Elektron eneinfangdetektor. 
 

6.          VERFAHREN 
6.1.        Zubereitung von Standardlösungen 
            Der Standard ist so zu wählen, daß es d urch keinen in dem 
            zu analysierenden Produkt enthaltenen S toff gestört wird. 
            Standard Nr. 1 ist normalerweise am bes ten 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 wägen und 
            in einen 100-ml-Meßkolben geben. Mit Et hylacetat 
            auffüllen (Lösung A). 10 ml der Lösung A mit Ethylacetat 
            auf 100 ml verdünnen (Lösung B). 
6.1.2.      Etwa 50 mg des Standards Nr. 1 (4.9), 2  (4.10) oder 3 
            (4.11) genau wägen und in einen 100-ml- Meßkolben geben. 
            Mit Ethylacetat auffüllen (Lösung C). 
6.2.        Zubereitung der Probe (1) 
            1 g der homogenisierten Probe wird gena u gewogen und 
            gründlich mit 1 ml Schwefelsäure (4.13) , 15 ml Aceton 
            (4.12) und 8 g Celite AW (4.14) gemisch t. Die Mischung 
            wird 30 Minuten lang auf dem Dampfbad l uftgetrocknet, 
            anschließend 1 1/2 Stunden in einem Uml uft-Trockenschrank 
            getrocknet. Abkühlen, den Rückstand zu Pulver fein 
            zerreiben und in eine Glassäule überfüh ren. Mit 
            Ethylacetat eluieren und 100 ml auffang en. 2 ml der 
            internen Standardlösung (6.1.2) hinzufü gen. 
 
--------------------------------------------------- ------------------ 

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

6.3.        Methylierung der Probe 

            Alle Reagenzien und Geräte zwei Stunden lang auf eine Temperatur zwischen 0 Grad C und 4 Grad C 
kühlen. In den Außenteil der Diazomethanapparatur (5.2) 1,2 ml der nach 

            6.2 erhaltenen Lösung und 0,1 ml Methanol (4.4) füllen. Etwa 200 mg Diazald (4.2) in den mittleren 
Behälter füllen, 1 ml Carbitol (4.5) und 1 ml Diethylether (4.3) hinzufügen und lösen. Die Apparatur 
zusammensetzen, halb in ein Bad von 0 Grad C tauchen und mit einer Spritze etwa 1 ml der gekühlten 
Kaliumhydroxidlösung (4.7) in den zentralen Behälter einführen. 
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            Durch Bildung von Diazomethan färbt sich die Lösung gelb; die Gelbfärbung muß beständig sein. Hält 
sich die gelbe Farbe nicht, so wird der Methylierungsvorgang mit weiteren 200 mg Diazald (4.2) wiederholt (1). 
Nach 15 Minuten die Apparatur aus dem Bad nehmen und bei Raumtemperatur zwölf Stunden lang geschlossen 
stehen lassen. Dann die Apparatur öffnen, das überschüssige Diazomethan durch Hinzufügen weniger Tropfen 
einer 10% v/v Lösung von Ameisensäure in Ethylacetat (4.15) entfernen und die organische Lösung in einen 25-
ml-Meßkolben bringen. Mit Hexan (4.8) auffüllen. 1,5 myl dieser Lösung in den Chromatographen einspritzen. 
 

--------------------------------------------------------------------- 

(1) Die Fortdauer der Gelbfärbung weist auf einen Überschuß an Diazomethan hin, der für eine vollständige 
Methylierung der Probe notwendig ist. 
 
6.4.        Methylierung der Standardlösung 
            Alle Reagenzien und Geräte werden zwei Stunden lang auf 
            0 Grad C bis 4 Grad C gekühlt. In den ä ußeren Teil der 
            Diazomethanapparatur werden eingefüllt:  
            0,2 ml Lösung B (6.1.1), 
            1,0 ml Ethylacetat (4.1), 
            0,1 ml Methanol (4.4). 
            Den Methylierungsvorgang wie in 6.3 bes chrieben 
            fortsetzen. 1,5 myl der resultierenden Lösung in den 
            Chromatographen einspritzen. 
 
7.          GASCHROMATOGRAPHIEBEDINGUNGEN 
            Die stationäre Phase muß ein Auflösungs vermögen R von 
            mindestens 1,5 ergeben. 
                                 d'r tief 2 - d'r t ief 1 
                           R = 2 ------------------ ----- 
                                   W tief 1 + W tie f 2 
            wobei: 
            r tief 1 und r tief 2: Retentionszeiten  in Minuten, 
            W tief 1 und W tief 2: Peakbreite bei h alber Höhe in mm, 
            d':                    Schreibervorschu b in mm/min. 
            Unter den folgenden Verfahrensbedingung en kann dieses 
            Ergebnis erzielt werden: 
            Säule:         rostfreier Stahl. 
            Länge:         170 cm. 
            Durchmesser:   3 mm. 
            Säulenfüllung: 10% OV 17 auf Chromosorb  WAW 80-100 mesh. 
            Temperaturen:  Säule, Detektor, Injekto r: 280 Grad C. 
            Trägergas:     Stickstoff, sauerstofffr ei (Anm.: richtig: 
                           sauerstoffrei); Druck: 2 ,3 bar, Durchsatz: 
                           30 ml/min. 
 
8.          BERECHNUNG 
8.1.        Proportionalitätskoeffizient von Hexach lorophen 
            Dieser Koeffizient wird entsprechend de m gewählten 
            Standard im Verhältnis zur Standardmisc hung berechnet. 
            Dabei ist: 
            h:         Hexachlorophen, 
            k tief h:  sein Proportionalitätskoeffi zient, 
            m' tief h: seine Masse in der Standardm ischung in g, 
            A' tief h: seine Peakfläche, 
            s:         der gewählte Standard, 
            m' tief s: seine Masse in der Standardm ischung in g, 
            A' tief s: seine Peakfläche; 
            daraus folgt: 
                                      m' tief h   A ' tief s 
                           k tief h = --------- x - -------- 
                                      m' tief s   A ' tief h 
8.2.        Gehalt von Hexachlorophen in der Probe 
            h:        Hexachlorophen, 
            k tief h: sein Proportionalitätskoeffiz ient, 
            A tief h: seine Peakfläche, 
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            s:        der gewählte Standard, 
            m tief s: seine Masse in der Mischung i n g, 
            A tief s: seine Peakfläche, 
            M:        Masse der Probe in g; 
            daraus folgt: 
            prozentualer Massenanteil von Hexachlor ophen in der 
            Probe: 
                   m tief s x k tief h x A tief h x  100 
                   -------------------------------- ---- 
                              M x A tief s 
 
9.          WIEDERHOLBARKEIT (1) 
            Bei einem Hexachlorophengehalt von 0,1%  (m/m) darf die 
            Differenz zwischen zwei an der gleichen  Probe 
            durchgeführten Parallelbestimmungen 0,0 05% nicht 
            überschreiten. 
 
--------------------------------------------------- ------------------ 
(1) Siehe ISO-Norm 5725. 
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                                                          Anlage 20 
                                                        ------------- 
 
  QUANTITATIVE BESTIMMUNG DES TOSYLCHLORAMIDUM NATRICUM (CHLORAMIN T) 
 
1.          ANWENDUNGSBEREICH 
            Die Methode beschreibt die quantitative  
            dünnschichtchromatographische Bestimmun g von 
            Tosylchloramidum natricum (Chloramin T)  in kosmetischen 
            Erzeugnissen. 
 
2.          DEFINITION 
            Der nach dieser Methode bestimmte Gehal t der Probe an 
            Chloramin T wird in Massenprozent (m/m)  ausgedrückt. 
 
3.          PRINZIP 
            Chloramin T wird durch Kochen mit Salzs äure quantitativ 
            zu 4-Toluolsulfonamid hydrolysiert. Das  gebildete 
            Sulfonamid wird nach dünnschichtchromat ographischer 
            Trennung photodensitometrisch bestimmt.  
 
4.          REAGENZIEN 
            Alle Reagenzien müssen analysenrein sei n. 
4.1.        Tosylchloramidum natricum (Chloramin T) . 
4.2.        4-Toluolsulfonamid-Vergleichslösung: 50  mg 
            4-Toluolsulfonamid in 100 ml Ethanol (4 .5). 
4.3.        Konzentrierte Salzsäure 37% (m/m) d hoc h 20 tief 4 = 
            1,18. 
4.4.        Diethylether. 
4.5.        Ethanol 96% (v/v). 
4.6.        Fließmittel 
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 Flu oreszenzindikator. 
4.8.        Kaliumpermanganat. 
4.9.        Salzsäure 15% (m/m). 
4.10.       Sprühreagenz: 1%ige Lösung (m/v) von 2- Toluidin in 
            Ethanol (4.5). 
 
5.          GERÄTE 
5.1.        Übliches Laborgerät. 
5.2.        Ausrüstung für die Dünnschichtchromatog raphie. 
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5.3.        Photodensitometer. 
 

6.          VERFAHREN 
6.1.        Hydrolyse 
            In einen 50-ml-Kolben werden etwa 1 g d er Probe (m) genau 
            eingewogen, 5 ml Wasser und 5 ml Salzsä ure (4.3) 
            zugesetzt und 1 Stunde unter Rückfluß g ekocht. Die noch 
            warme Suspension wird sofort mit Wasser  in einen 
            50-ml-Meßkolben überführt. Nach dem Abk ühlen wird mit 
            Wasser bis zur Marke aufgefüllt. 
            Anschließend wird mindestens fünf Minut en bei 3 000 U/min 
            zentrifugiert und die überstehende Flüs sigkeit filtriert. 
6.2.        Extraktion 
6.2.1.      30,0 ml des Filtrats werden entnommen u nd dreimal mit je 
            15 ml Diethylether (4.4) extrahiert. Di e Etherextrakte 
            werden in einem 50-ml-Meßkolben gesamme lt und mit 
            Diethylether (4.4) aufgefüllt. (Falls e rforderlich wird 
            der Etherextrakt getrocknet). 
6.2.2.      25,0 ml des Etherextraktes werden unter  Stickstoff zur 
            Trockene eingeengt. Der Rückstand wird mit 1,00 ml 
            Ethanol (4.5) wieder aufgenommen. 
6.3.        Dünnschichtchromatographie 
6.3.1.      20 myl des in Ethanol (4.5) gelösten Rü ckstandes werden 
            punktförmig auf eine Dünnschichtplatte (4.7) aufgetragen. 
            Ebenso werden 8, 12, 16 und 20 myl der 
            4-Toluolsulfonamid-Vergleichslösung (4. 2) aufgetragen. 
6.3.2.      Die Platte wird bis zu einer Höhe von 1 5 cm im 
            Fließmittel (4.6.1 oder 4.6.2) entwicke lt. 
6.3.3.      Nach vollständiger Verdunstung des Flie ßmittels bringt 
            man die Platte für zwei bis drei Minute n in eine 
            Chlordampfatmosphäre, die man durch Auf gießen von ca. 
            100 ml Salzsäure (4.9) auf ca. 2 g Kali umpermanganat 
            (4.8) in einem geschlossenen Gefäß erhä lt. 
            Der Chlorüberschuß wird entfernt, indem  man die Platte 
            mindestens fünf Minuten auf 100 Grad C erwärmt. 
            Anschließend wird die Platte mit dem Sp rühreagenz (4.10) 
            besprüht. 
6.4.        Messung 
            Nach etwa 1 Stunde wird die Intensität der Färbung 
            photodensitometrisch bei 525 nm bestimm t. 
6.5.        Erstellung der Eichgeraden 
            Die für die vier 4-Toluolsulfonamidflec ken ermittelten 
            Peakhöhenwerte werden graphisch gegen d ie entsprechenden 
            4-Toluolsulfonamidmengen (d.h. 4, 6, 8,  10 myg 
            4-Toluolsulfonamid pro Fleck) aufgetrag en. 
 
7.          ANMERKUNG 
            Die Hydrolyse kann kontrolliert werden,  indem man 
            0,1- und 0,2%ige Lösungen (m/v) von Chl oramin T (4.1) wie 
            unter Ziffer 6 behandelt. 
 
8.          BERECHNUNG 
            Der in Massenprozent ausgedrückte Gehal t der Probe an 
            Chloramin T wird nach folgender Formel berechnet: 
                                                      1,33 x a 
                  % (m/m) Tosylchloramidum natricum  = -------- 
                                                       60 x m 
            dabei sind: 
            1,33: Umrechnungsfaktor 4-Toluolsulfona mid/Chloramin T, 
            a:    aus der Eichgeraden abgelesene Me nge 
                  4-Toluolsulfonamid der Probe in m yg, 
            m:    Masse der Probe in g. 
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9.          WIEDERHOLBARKEIT (1) 
            Bei einem Gehalt an Chloramin T von 0,2 % (m/m) dürfen die 
            Ergebnisse von zwei mit der gleichen Pr obe parallel 
            durchgeführten Bestimmungen höchstens u m einen absoluten 
            Wert von 0,03% voneinander abweichen. 
 
--------------------------------------------------- ------------------ 
(1) Siehe ISO-Norm 5725. 
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                                                          Anlage 21 
                                                        ------------- 
 
        QUANTITATIVE BESTIMMUNG DES GESAMTFLUORIDS IN ZAHNPASTEN 
 
1.          ANWENDUNGSBEREICH 
            Dieses Verfahren dient der Bestimmung d es 
            Gesamtfluoridgehalts in Zahnpasten. Es eignet sich für 
            Gehalte bis zu 0,25%. 
 
2.          DEFINITION 
            Der nach dieser Methode bestimmte Gehal t der Probe an 
            Fluorid wird in Massenprozent ausgedrüc kt. 
 
3.          PRINZIP 
            Die Bestimmung erfolgt gaschromatograph isch. Das Fluorid 
            wird durch direkte Reaktion mit Triethy lchlorsilan (TECS) 
            in saurer Lösung zu Triethylfluorsilan (TEFS) umgewandelt 
            und gleichzeitig mit Xylol, das Cyclohe xan als inneren 
            Standard enthält, extrahiert. 
 
4.          REAGENZIEN 
            Alle Reagenzien müssen analysenrein sei n. 
4.1.        Natriumfluorid, bei 120 Grad C bis zur Gewichtskonstanz 
            getrocknet. 
4.2.        Wasser, doppelt destilliert oder von ve rgleichbarer 
            Qualität. 
4.3.        Konzentrierte Salzsäure d hoch 20 tief 4 = 1,19. 
4.4.        Cyclohexan (CH). 
4.5.        Xylol, das im Chromatrogramm vor dem Lö sungsmittelpeak 
            keine Peaks enthält, wenn man unter den  gleichen 
            Bedingungen wie bei der Probe chromatog raphiert. Falls 
            erforderlich, durch Destillation reinig en (5.8). 
4.6.        Triethylchlorsilan (TECS Merck oder gle ichwertiges 
            Erzeugnis). 
4.7.        Fluorid-Standardlösungen 
4.7.1.      Stammlösung: 
            0,250 mg F-/ml. 138,1 mg Natriumfluorid  (4.1) genau 
            einwägen und in Wasser (4.2) lösen. Lös ung quantitativ in 
            einen 250-ml-Meßkolben (5.5) geben, bis  zur Marke mit 
            Wasser (4.2) auffüllen und mischen. 
4.7.2       Verdünnte Stammlösung: 
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            0,050 mg F-/ml. Mit der Pipette 20,0 ml  Stammlösung 
            (4.7.1) in einen 100-ml-Meßkolben (5.5)  geben, bis zur 
            Marke auffüllen und mischen. 
4.8.        Interner Standard 
            1,0 ml Cyclohexan (4.4) und 5,0 ml Xylo l (4.5) mischen. 
4.9.        Triethylchlorsilan/Interne Standard-Lös ung 
            Mit einer Pipette (5.7) 0,6 ml TECS (4. 6) und 0,12 ml des 
            Internen Standards (4.8) in einen 10-ml -Meßkolben geben. 
            Mit Xylol (4.5) zur Marke auffüllen und  mischen. Täglich 
            frisch zubereiten. 
4.10.       Perchlorsäure 70% (m/v). 
4.11.       Perchlorsäure 20% (m/v) in Wasser (4.2) . 
 

5.          GERÄTE 
5.1.        Übliches Laborgerät. 
5.2.        Gaschromatograph mit Flammenionisations detektor. 
5.3.        Vortex-Homogenisator oder gleichwertige s Gerät. 
5.4.        Schüttelmaschine für Reagenzgläser oder  gleichwertiges 
            Gerät. 
5.5.        Meßkolben aus Polypropylen, 100 und 250  ml. 
5.6.        Zentrifugengläser aus Glas, 20 ml mit S chraubverschluß 
            und Tefloneinlage oder gleichwertige Gl äser und 
            Verschlüsse durch mehrstündiges Auslaug en in 
            Perchlorsäure (4.11) reinigen, anschlie ßend fünfmal mit 
            Wasser (4.2) spülen und bei 100 Grad C trocknen. 
5.7.        Pipette mit verstellbarem Volumen zwisc hen 50 und 200 myl 
            mit Wegwerfspitzen. 
5.8.        Destillationsapparatur mit Schneider-De stillieraufsatz 
            mit drei Kugeln oder vergleichbarer Vig reux-Kolonne. 
 
6.          VERFAHREN 
6.1.        Vorbereitung der Probe 
6.1.1.      Eine noch nicht geöffnete Tube Zahnpast a auswählen, 
            aufschneiden und den gesamten Inhalt en tnehmen. In einen 
            Kunststoffbehälter geben, eingehend mis chen und vor 
            Verderb geschützt aufbewahren. 
6.1.2.      Genau 150 mg der Probe (m) in ein Zentr ifugenglas (5.6) 
            einwägen, 5 ml Wasser (4.2) hinzufügen und 
            homogenisieren. 
6.1.3.      1,0 ml Xylol (4.5) hinzugeben. 
6.1.4.      Tropfenweise 5 ml Salzsäure (4.3) hinzu fügen und 
            homogenisieren (5.3). 
6.1.5.      Mit einer Pipette 0,5 ml Triethylchlors ilan/Interne 
            Standardlösung (4.9) in das Zentrifugen glas (5.6) geben. 
6.1.6.      Das Glas mit dem Schraubverschluß (5.6)  verschließen und 
            45 Minuten lang mit 150 Erschütterungen  pro Minute 
            gründlich schütteln (5.4). 
6.1.7.      Zehn Minuten mit der Geschwindigkeit ze ntrifugieren, die 
            erforderlich ist, um eine gute Phasentr ennung zu 
            erhalten. Das Glas öffnen, die organisc he Schicht 
            entnehmen und 3 myl der organischen Pha se in die Säule 
            des Gaschromatographen (5.2) injizieren . 
            Anmerkung: 
            Nach etwa 20 Minuten sind alle Komponen ten von der 
            GC-Säule eluiert. 
6.1.8.      Einspritzung wiederholen, das durchschn ittliche 
            Verhältnis der Peakfläche A tief TEFS/A  tief CH berechnen 
            und die entsprechende Menge Fluorid in mg (m tief 1) aus 
            der Eichgeraden (6.3) ablesen. 
6.1.9.      Gesamtfluoridgehalt der Probe in Massen prozent nach 
            7 berechnen. 
6.2.        Chromatographiebedingungen 
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6.2.1       Säule:            Edelstahl. 
            Länge:            180 cm. 
            Durchmesser:      3 mm. 
            Füllung:          Gaschrom Q 80-100 mes h. 
            Stationäre Phase: Siliconöl DC 200 (ode r vergleichbares): 
                              20%. 
            Die Säule wird jeweils über Nacht mit 2 5 ml 
            Stickstoff/Minute bei 100 Grad C kondit ioniert. 
            Nach jeder vierten oder fünften Einspri tzung muß die 
            Säule 30 Minuten bei 100 Grad C ausgehe izt werden. 
            Temperaturen: 
            Säule:    70 Grad C. 
            Injektor: 150 Grad C. 
            Detektor: 250 Grad C. 
            Trägergas: 
            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 
            verdünnten Fluorid-Stammlösung (4.7.2) in sechs 
            verschiedene Zentrifugengläser (5.6) ge geben. Das Volumen 
            wird mit Wasser (4.2) jeweils auf 5,0 m l ergänzt. 
6.3.2.      Es wird unter 6.1.3 bis 6.1.6 verfahren . 
6.3.3.      3 myl der organischen Phase werden in d ie Säule des 
            Gaschromatographen (5.2) injiziert. 
6.3.4.      Einspritzung wiederholen und das durchs chnittliche 
            Verhältnis der Peakflächen A tief TEFS/ A tief CH 
            berechnen. 
6.3.5.      Es wird eine Eichgerade erstellt aus de r jeweiligen 
            Konzentration des Fluorids (mg) der Sta ndardlösung 
            (6.3.1) und den dazugehörigen nach 6.3. 4 berechneten 
            Verhälnissen (Anm.: richtig: Verhältnis sen) der 
            Peakflächen A tief TEFS/A tief CH. Die Punkte auf dem 
            Diagramm werden durch die geeignetste G erade verbunden, 
            die durch Regressionsanalyse zu ermitte ln ist. 
 
7.          BERECHNUNG 
            Der in Massenprozent ausgedrückte Gehal t der Probe an 
            Gesamtfluorid wird nach folgender Forme l berechnet: 
                                   m tief 1 
                   % (m/m) Fluorid -------- x 100 
                                      m 
            m: Masse der Probe in mg (6.1.2), 
            m tief 1: aus der Eichgeraden abgelesen e Menge Fluorid 
                      der Probe in mg (6.1.8). 
 
8.          WIEDERHOLBARKEIT (1) 
            Bei einem Fluoridgehalt von 0,15% (m/m)  dürfen die 
            Ergebnisse von zwei mit der gleichen Pr obe parallel 
            durchgeführten Bestimmungen höchstens u m einen absoluten 
            Wert von 0,012% voneinander abweichen. 
 
--------------------------------------------------- ------------------ 
(1) Siehe ISO-Norm 5725. 
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                                                          Anlage 22 
                                                        ------------- 
 
     NACHWEIS UND QUANTITATIVE BESTIMMUNG VON QUECK SILBERORGANISCHEN 
                               VERBINDUNGEN 
 
            ANWENDUNGSBEREICH 
            Die nachstehend beschriebene Methode ka nn zum Nachweis 
            und zur quantitativen Bestimmung von 
            quecksilberorganischen Verbindungen ang ewandt werden, die 
            als Konservierungsmittel in kosmetische n Erzeugnissen für 
            die Augen verwendet werden. Sie gilt fü r Thiomersal (INN) 
            (Natrium-2-(ethylmercuriothio)benzoat) sowie für 
            Phenylquecksilber und seine Salze (eins chließlich Borat). 
 
A. NACHWEIS 
 
1.          PRINZIP 
            Quecksilberorganische Verbindungen bild en 
            Dithizonat-Komplexe. Nach Extraktion de r Dithizonate mit 
            Kohlenstofftetrachlorid wird ein Dünnsc hichtchromatogramm 
            erstellt. Die Dithizonate zeigen sich a uf dem 
            Chromatogramm als orangefarbene Flecke.  
 
2.          REAGENZIEN 
            Alle Reagenzien müssen analysenrein sei n. 
2.1.        Schwefelsäure 25% (v/v). 
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.        Fließmittel: Hexan/Aceton 90: 10 (v/v).  
2.6.        Standardlösungen (0,001% in Wasser): 
            - Natrium-2-(ethylmercuriothio)benzoat,  
            - Ethylquecksilberchlorid oder Methylqu ecksilberchlorid, 
            - Phenylquecksilbernitrat oder Phenylqu ecksilberacetat, 
            - Quecksilberdichlorid oder Quecksilber di(acetat). 
2.7.        DC-Fertigplatten, Kieselgel 60 (z. B. M erck 5721 oder 
            gleichwertige). 
2.8.        Natriumchlorid. 
 

3.          GERÄTE 
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3.1.        Übliches Laborgerät. 
3.2.        Ausrüstung für die Dünnschichtchromatog raphie. 
3.3.        Phasentrennungsfilter. 
 

4.          VERFAHREN 
4.1.        Extraktion 
4.1.1.      1 g Probe und 20 ml destilliertes Wasse r werden in einem 
            Zentrifugenglas vermischt. Die Dispersi on wird im 
            Wasserbad auf 60 Grad C erwärmt. Nach Z ugabe von 4 g 
            Natriumchlorid (2.8) wird geschüttelt u nd abgekühlt. 
4.1.2.      Mindestens 20 Minuten bei 4 500 U/min z entrifugieren, um 
            den größten Teil der festen Phase abzut rennen; in einem 
            Scheidetrichter filtrieren und 0,25 ml Schwefelsäure 
            (2.1) hinzufügen. 
4.1.3.      Mehrmals mit 2 bis 3 ml Dithizonlösung (2.2) extrahieren, 
            bis die letzte organische Phase grün bl eibt. 
4.1.4.      Die organischen Phasen durch ein Phasen trennungsfilter 
            (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 myl dieser Lösung sofort auf eine Dü nnschichtplatte 
            (2.7) auftragen (4.2.1). 
4.2.        Trennung und Bestimmung 
4.2.1.      Gleichzeitig 10 ml der Standardlösungen  (2.6) wie unter 
            4.1 behandeln und 50 myl dieser Lösunge n (4.1.6) auf 
            dieselbe Dünnschichtplatte auftragen. 
4.2.2.      Die Platte bis zu einer Höhe von 15 cm im Fließmittel 
            (2.5) entwickeln. Die quecksilberorgani schen Verbindungen 
            erscheinen in Form von Farbflecken, der en Färbung stabil 
            ist, sofern die Platte sofort nach Verd unstung des 
            Fließmittels mit einer Glasplatte abged eckt 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 Gehal t der Probe an 
            quecksilberorganischen Verbindungen wir d in Massenprozent 
            (m/m) Quecksilber ausgedrückt. 
 
2.          PRINZIP 
            Diese Methode beschreibt die quantitati ve Bestimmung des 
            Quecksilbers nach Mineralisierung. Es i st daher 
            notwendig, vorher sicherzustellen, daß kein mineralisches 
            Quecksilber in der Probe ist. Das freig esetzte 
            Quecksilber wird durch flammenlose Atom absorption 
            bestimmt. 
 
3.          REAGENZIEN 
            Alle Reagenzien müssen analysenrein sei n. 
3.1.        Konzentrierte Salpetersäure (d hoch 20 tief 4 = 1,41). 
3.2.        Konzentrierte Schwefelsäure (d hoch 20 tief 4 = 1,84). 
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3.3.        Zweifachdestilliertes Wasser. 
3.4.        Kaliumpermanganat: Lösung 7% (m/v). 
3.5.        Hydroxylammoniumchlorid: Lösung 1,5% (m /v). 
3.6.        Dikaliumperoxodisulfat: Lösung 5% (m/v) . 
3.7.        Zinndichlorid: Lösung 10% (m/v). 
3.8.        Konzentrierte Salzsäure (d hoch 20 tief  4 = 1,18). 
3.9.        Mit 1%igem Palladiumdichlorid (m/m) imp rägnierte 
            Glaswolle. 
 
4.          GERÄTE 
4.1.        Übliche Laborgeräte. 
4.2.        Gerät für die Bestimmung von Quecksilbe r mit flammenloser 
            Atomabsorption (Kaltverdampfungsverfahr en) einschließlich 
            der hierfür erforderlichen Gläser; Mind estlänge der 
            Meßzelle: 10 cm. 
 
5.          VERFAHREN 
            Es sind alle für die Quecksilber-Spuren analyse üblichen 
            Vorsicherungsmaßnahmen zu ergreifen. 
5.1.        Mineralisierung 
5.1.1.      Etwa 150 mg Probe in einen luftdicht ve rschließbaren 
            Kolben genau einwägen (m). 10 ml Salpet ersäure (3.1) 
            hinzufügen, drei Stunden im Wasserbad a uf 55 Grad C 
            erwärmen und regelmäßig schütteln. Para llel dazu einen 
            Blindversuch durchführen. 
5.1.2.      Nach Abkühlung 10 ml Schwefelsäure (3.2 ) hinzufügen und 
            nochmals 30 Minuten in das Wasserbad (5 5 Grad C) stellen. 
5.1.3.      Den Kolben in ein Eisbad stellen und vo rsichtig 20 ml 
            Wasser (3.3) hinzugeben. 
5.1.4.      Portionsweise fügt man 2 ml Kaliumperma nganatlösung (3.4) 
            hinzu, bis die Lösung gefärbt bleibt un d stellt den 
            Kolben nochmals 15 Minuten in das Wasse rbad (55 Grad C). 
5.1.5.      Nach der Zugabe von 4 ml Dikaliumperoxo disulfatlösung 
            (3.6) weitere 30 Minuten im Wasserbad ( 55 Grad C) 
            erwärmen. 
5.1.6.      Abkühlen lassen und den Inhalt des Kolb ens in einen 
            100 ml Meßkolben geben. Den Kolben mit 5 ml 
            Hydroxylammoniumchlorid (3.5) spülen un d anschließend 
            viermal mit 10 ml Wasser (3.3) nachspül en. Die Lösung muß 
            farblos sein. Mit Wasser (3.3) auf 100 ml auffüllen. 
5.2.        Bestimmung 
5.2.1.      10 ml der Lösung (5.1.6) entnehmen und in das Glasgefäß 
            für die Quecksilberbestimmung mittels K altverdampfung 
            (4.2) geben. Mit 100 ml Wasser (3.3) un d anschließend 
            5 ml Schwefelsäure (3.2) sowie 5 ml Zin ndichloridlösung 
            (3.7) verdünnen. Nach jeder Stoffzugabe  mischen. 
            30 Sekunden warten, bis alles in Ionenf orm vorhandene 
            Quecksilber in metallisches Quecksilber  überführt worden 
            ist, das metallische Quecksilber mit ei nem Luftstrom in 
            die Küvette des Instruments für die fla mmenlose 
            Atomabsorptionsmessung (4.1) bringen un d die Messung 
            durchführen (n). n ist die gemessene Ab sorption. 
5.2.2.      Mit Palladiumdichlorid imprägnierte Gla swolle (3.9) 
            zwischen Quecksilberreduktionsbehälter und Meßzelle des 
            Instrumentes (4.2) bringen und den Vorg ang von 5.2.1 
            wiederholen. Wenn der Meßwert nicht gle ich Null ist, war 
            die Mineralisierung unvollständig und m uß wiederholt 
            werden. 
 
6.          BERECHNUNG 
            Der Gehalt der Probe an Quecksilber aus gedrückt in 
            Massenprozent wird nach folgender Forme l berechnet: 
                                          n 
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                    % (m/m) Quecksilber = - 
                                          m 
            n: Gehalt an Quecksilber in myg, der am  Gerät abgelesen 
               wird, 
            m: Masse der Probe in mg. 
 
7.          ANMERKUNG 
7.1.        Um eine bessere Mineralisierung zu erre ichen, kann es 
            erforderlich sein, die Probe vorher zu verdünnen. 
7.2.        Vermutet man eine Absorption des Quecks ilbers durch das 
            Substrat, ist die quantitative Bestimmu ng nach 
            Standard-Addition durchzuführen. 
 
8.          WIEDERHOLBARKEIT (1) 
            Bei einem Gehalt an Quecksilber von 0,0 07% (m/m) dürfen 
            die Ergebnisse von zwei mit der gleiche n Probe parallel 
            durchgeführten Bestimmungen höchstens u m einen absoluten 
            Wert von 0,00035% voneinander abweichen . 
 
--------------------------------------------------- ------------------ 
(1) Siehe ISO-Norm 5725. 
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                                                          Anlage 23 
                                                        ------------- 
 
         QUANTITATIVE BESTIMMUNG DER ALKALI- UND ER DALKALISULFIDE 
 
1.          ANWENDUNGSBEREICH 
            Die Methode beschreibt die quantitative  Bestimmung der 
            Sulfide in kosmetischen Erzeugnissen. D ie Anwesenheit von 
            Thiolen und anderen reduzierenden Stoff en (einschließlich 
            Sulfit) stört nicht. 
 
2.          DEFINITION 
            Der nach dieser Methode bestimmte Gehal t der Probe an 
            Sulfiden wird in Massenprozent Schwefel  ausgedrückt. 
 
3.          PRINZIP 
            Nach dem Ansäuern der Probe wird der en tstehende 
            Schwefelwasserstoff mit Stickstoff ausg etrieben und als 
            Cadmiumsulfid gefällt. Dieses wird filt riert, gewaschen 
            und mittels Jodometrie quantitativ best immt. 
 
4.          REAGENZIEN 
            Alle Reagenzien müssen analysenrein sei n. 
4.1.        Konzentrierte Salzsäure (d hoch 20 tief  4 = 1,19). 
4.2.        Natriumthiosulfatlösung, 0,1 N. 
4.3.        Jodlösung 0,1 N. 
4.4.        Dinatriumsulfid. 
4.5.        Cadmiumdi(acetat). 
4.6.        Konzentrierter Ammoniak (d hoch 20 tief  4 = 0,90). 
4.7.        Ammoniakalische Cadmiumacetat-Lösung: 1 0 g 
            Cadmiumdi(acetat) (4.5) und etwa 50 ml Wasser 
            zusammengeben, so lange Ammoniak (4.6) zugeben, bis der 
            Niederschlag wieder gelöst ist (etwa 20  ml) und mit 
            Wasser auf 100 ml auffüllen. 
4.8.        Stickstoff. 
4.9.        Ammoniak M. 
 

5.          GERÄTE 
5.1.        Übliches Laborgerät. 
5.2.        100 ml Dreihalskolben mit Normschliffen . 
5.3.        Zwei 150 ml Schlifferlenmeyerkolben mit  Gaseinleitungs- 
            und Gasauslaßrohr. 
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5.4.        Schnellauftrichter. 
 

6.          VERFAHREN 
6.1.        Abtrennung der Sulfide 
6.1.1.      Es wird eine zuvor noch nicht geöffnete  Packung 
            verwendet. Eine genau abgewogene Menge des Produktes (m), 
            die höchstens 30 mg Sulfidionen enthalt en darf, wird in 
            einen Dreihalskolben (5.2) gegeben. Es werden 60 ml 
            Wasser und zwei Tropfen Antischaummitte l hinzugefügt. 
6.1.2.      In die beiden Erlenmeyerkolben (5.3) we rden jeweils 50 ml 
            der Lösung 4.7 gegeben. 
6.1.3.      Einen Tropftrichter, das Einleitungsroh r sowie das 
            Auslaßrohr an den Dreihalskolben (5.2) anschließen. Das 
            Auslaßrohr und die in Reihe angeordnete n Erlenmeyerkolben 
            werden mit PVC-Schläuchen verbunden. 
            Anmerkung: 
            Die Apparatur muß folgendermaßen auf ih re Dichtigkeit 
            geprüft werden: Unter gleichen Versuchs bedingungen werden 
            10 ml einer Sulfidlösung, die aus Dinat riumsulfid (4.4) 
            hergestellt wurde und X mg Sulfid (jodo metrisch bestimmt) 
            enthält, analysiert. Y ist die Menge Su lfid in mg, die am 
            Ende der Bestimmung ermittelt wird. Der  Unterschied der 
            beiden Mengen X und Y darf 3% nicht übe rschreiten. 
6.1.4.      15 Minuten lang wird Stickstoff (4.8) m it einem Durchsatz 
            von zwei Blasen pro Sekunde in den Drei halskolben (5.2) 
            eingeleitet, um die Luft auszutreiben. 
6.1.5.      Der Kolben wird auf 85 +- 5 Grad C erwä rmt. 
6.1.6.      Nach Abstellen des Stickstoffstroms (4. 8) werden 40 ml 
            Salzsäure (4.1) zugetropft. 
6.1.7.      Nachdem fast die gesamte Säure hinzugeg eben wurde, wird 
            der Stickstoffstrom (4.8) erneut angest ellt. Der 
            verbleibende Rest der Säure verhindert ein Entweichen des 
            Schwefelwasserstoffes. 
6.1.8.      Der Dreihalskolben (5.2) wird noch 30 M inuten erwärmt und 
            anschließend abgekühlt. Der Stickstoff (4.8) wird weitere 
            1 1/2 Stunden durchgeleitet. 
6.2.        Titration 
6.2.1.      Das Cadmiumsulfid wird über den Schnell auftrichter (5.4) 
            abfiltriert. 
6.2.2.      Die Erlenmeyerkolben (5.3) werden zunäc hst mit Ammoniak 
            (4.9) gespült und die Flüssigkeit auf d as Filter gegeben. 
            Dann werden die Kolben mit Wasser gespü lt 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 Erlenmeye rkolben gelegt, 
            der zur Ausfällung diente. Es werden 25 ,0 ml (n tief 1) 
            der Jodlösung (4.3), etwa 20 ml Salzsäu re (4.1) und 50 ml 
            Wasser hinzugefügt. 
6.2.5.      Das überschüssige Jod wird mit Natriumt hiosulfatlösung 
            (4.2) bestimmt (n tief 2). 
 
7.          BERECHNUNG 
            Der Sulfidgehalt der Probe wird nach fo lgender Formel 
            berechnet und in Massenprozent (m/m) Sc hwefel 
            ausgedrückt: 
                           32 (n tief 1 x tief 1 - n tief 2 x tief 2) 
        % (m/m) Schwefel = ------------------------ ------------------ 
                                               20 m  
            n tief 1: Volumen der verwendeten Jodlö sung (4.3) in ml, 
            x tief 1: Normalität dieser Lösung, 
            n tief 2: Volumen der Natriumthiosulfat lösung (4.2) in 



  Bundesrecht 

www.ris.bka.gv.at  Seite 3 von 3 

                      ml, 
            x tief 2: Normalität dieser Lösung, 
            m:        Masse der Probe in g. 
 
8.          WIEDERHOLBARKEIT (1) 
            Bei einem Schwefelgehalt von etwa 2% (m /m) darf der 
            Unterschied zwischen den Ergebnissen zw eier parallel 
            ausgeführten Bestimmungen an der gleich en Probe 0,2% 
            absolut nicht überschreiten. 
 
--------------------------------------------------- ------------------ 
(1) Siehe ISO-Norm 5725. 
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                                                          Anlage 24 
                                                        ------------- 
 
 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 Monog lycerinesters der 
            4-Aminobenzoesäure. Es gestattet ebenfa lls den Nachweis 
            des gegebenenfalls als Verunreinigung v orhandenen 
            Ethylesters der 4-Aminobenzoesäure. 
 
2.          PRINZIP 
            Die Identifizierung erfolgt durch 
            Dünnschichtchromatographie auf Kieselge lplatten mit 
            Fluoreszenzindikator und Nachweis der p rimären 
            Aminfunktion durch Bildung eines Diazof arbstoffes auf der 
            Platte. 
 
3.          REAGENZIEN 
            Alle Reagenzien müssen analysenrein sei n. 
3.1.        Lösungsmittelgemisch: Cyclohexan - Isop ropanol - 
            stabilisiertes Dichlormethan: 48 - 64 -  9 (v/v/v) 
3.2.        Fließmittelgemisch: Petrolether (40 - 6 0 Grad C) - Benzol 
            - Aceton - Ammoniak (mindestens 25% NH tief 3): 35 - 35 - 
            35 - 1 (v/v/v/v) 
3.3.        Sprühmittel: Lösung a): Natriumnitrit: 1,0 g in 100 ml 
                                    1 M HCl (kurz v or Gebrauch 
                                    zuzubereiten) 
                         Lösung b): 2-Naphthol: 0,2  g in 100 ml 
                                    1 M KOH 
3.4.        Standardlösungen: Monoglycerinester der  
            4-Aminobenzoesäure: 0,05 g in 100 ml Lö sungsmittelgemisch 
            (3.1) 
            Ethylester der 4-Aminobenzoesäure: 0,05  g in 100 ml 
            Lösungsmittelgemisch (3.1) 
3.5.        DC-Fertigplatten Kieselgel 60 F 254, Sc hichtdicke 
            0,25 mm. 20 cm x 20 cm oder gleichwerti ges 
 
4.          GERÄTE 
4.1.        Übliches Chromatographiegerät 
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4.2.        Ultraschallbad 
4.3.        Millipore-Filter FH, 0,5 mym oder gleic hwertiges 
 

5.          ARBEITSWEISE 
5.1.        Probenvorbereitung 
            1,5 g des zu analysierenden Stoffes in ein 
            verschließbares graduiertes 10-ml-Gefäß  einwägen und mit 
            dem Lösungsmittelgemisch (3.1) auf 10 m l auffüllen. Gefäß 
            verschließen und eine Stunde lang bei Z immertemperatur 
            ins Ultraschallbad stellen. Durch ein M illipore-Filter 
            (4.3) filtrieren. Filtrat für die Chrom atographie 
            verwenden. 
5.2.        Dünnschichtchromatographie 
            10 myl des Filtrats (5.1) und je 10 myl  der 
            Standardlösungen (3.4) auf eine DC-Plat te (3.5) 
            auftragen. Chromatogramm in einem zuvor  mit dem 
            Fließmittelgemisch (3.2) gesättigten Ge fäß 15 cm 
            entwickeln. Die Platte bei Zimmertemper atur unter dem 
            Abzug trocknen lassen. 
5.3.        Nachweis 
5.3.1.      Platte unter UV-Licht (254 nm) betracht en. 
5.3.2.      Die völlig trockene Platte mit Sprühmit tel 3.3 
            Buchstabe a) besprühen. Bei Zimmertempe ratur 1 Minute 
            trocknen lassen und sofort danach Sprüh mittel 3.3 
            Buchstabe b) sprühen. Platte im Trocken schrank bei 
            60 Grad C trocknen lassen. Die Flecken färben sich 
            orange. 
            Monoglycerinester der 4-Aminobenzoesäur e: Rf ca. 
            0,07 Ethylester der 4-Aminobenzoesäure:  Rf ca. 0,55 
 
                     B. QUANTITATIVE BESTIMMUNG 
 
1.          ZWECK UND ANWENDUNGSBEREICH 
            Dieses Verfahren dient zur Bestimmung d es 
            Monoglycerinesters der 4-Aminobenzoesäu re. Diese Methode 
            gestattet ebenfalls die Bestimmung des Ethylesters der 
            4-Aminobenzoesäure. 
            Sie eignet sich zur Bestimmung von höch stens 5% (m/m) 
            Monoglycerinester der 4-Aminobenzoesäur e und 1% (m/m) 
            Ethylester der 4-Aminobenzoesäure. 
 
2.          DEFINITION 
            Der nach diesem Verfahren bestimmte Geh alt an 
            Monoglycerinester und Ethylester der 4- Aminobenzoesäure 
            wird als Massenprozent (% m/m) dargeste llt. 
 
3.          PRINZIP 
            Nach geeigneter Vorbehandlung des zu an alysierenden 
            Produktes wird die Bestimmung mit 
            Hochdruckflüssigkeitschromatographie (H PLC) durchgeführt. 
 
4.          REAGENZIEN 
            Alle Reagenzien müssen analysenrein bzw . für HPLC 
            geeignet sein. 
4.1.        Methanol 
4.2.        Kaliumdihydrogenorthophosphat KH tief 2  PO tief 4 
4.3.        Zink-di(acetat) Zn (CH tief 3 COO) tief  2 . H tief 2 O 
4.4.        Essigsäure, d hoch 20 tief 4 = 1,05 
4.5.        Kaliumferrocyanid K tief 4 (Fe(CN tief 6) . 3H tief 2 O 
4.6.        Ethylester der 4-Hydroxybenzoesäure 
4.7.        Monoglycerinester der 4-Aminobenzoesäur e 
4.8.        Ethylester der 4-Aminobenzoesäure (Benz ocain) 
4.9.        Pufferlösung 0,02 M: 2,72 g Kaliumdihyd rogenorthophosphat 
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            (4.2) in 1 l destilliertem Wasser lösen  
4.10.       Fließmittel: Pufferlösung (4.9) - Metha nol (4.1) 61 - 39 
            (v/v) 
            Die Zusammensetzung dieses Fließmittels  kann verändert 
            werden, um einen Auflösungsfaktor R >= 1,5 zu erhalten. 
                            d'R tief 2 - d'R tief 1  
                      R = 2 -----------------------  
                              W tief 1 + W tief 2 
            R tief 1 und R tief 2 = Retentionszeite n von 2 Peaks in 
                                    min 
            W tief 1 und W tief 2 = Breite derselbe n Peaks bei halber 
                                    Höhe in mm 
            d'                    = Papiervorschub in mm/min 
4.11.       Stammlösung für Monoglycerinester der 4 -Aminobenzoesäure: 
            ungefähr 40 mg Monoglycerinester der 4- Aminobenzoesäure 
            in einen Meßkolben von 100 ml genau ein wiegen und in 
            40 ml Methanol (4.1) lösen. Mit Pufferl ösung (4.9) 
            auffüllen und mischen. 
4.12.       Stammlösung für Ethylester der 4-Aminob enzoesäure: 
            ungefähr 40 mg Ethylester der 4-Aminobe nzoesäure in einen 
            Meßkolben von 100 ml genau einwiegen un d in 40 ml 
            Methanol (4.1) lösen. Mit Pufferlösung (4.9) auffüllen 
            und mischen. 
4.13.       Interne Standardlösung: 50 mg (q mg) Et hylester der 
            4-Hydroxybenzoesäure (4.6) auf 0,5 mg g enau in einen 
            100-ml-Meßkolben einwägen und in 40 ml Methanol (4.1) 
            lösen. Mit Pufferlösung (4.9) auffüllen  und mischen. 
4.14.       Standardlösungen: Durch Lösen in 100 ml  Fließmittel 
            (4.10) vier Standardlösungen gemäß nach stehender Tabelle 
            zubereiten: 
--------------------------------------------------- ------------------ 
          Monoglycerinester     Ethylester           Ethylester 
Standard- der                   der                  der 
lösung    4-Aminobenzoe-        4-Aminobenzoe-       4-Hydroxybenzoe- 
          säure                 säure                säure 
          ----------------------------------------- ------------------ 
            ml     myg/ml         ml     myg/ml        ml     myg/ml 
          (4.11)     (*)        (4.12)     (*)       (4.13)     (*) 
--------------------------------------------------- ------------------ 
   I        2        8            2        8          10        50 
   II       4       16            3       12          10        50 
   III      6       24            4       16          10        50 
   IV      10       40            5       20          10        50 
--------------------------------------------------- ------------------ 
(*) Diese Werte sind richtungsweisend und entsprech en den genau 
    gewogenen Lösungen 4.11, 4.12 und 4.13. 
NB.: Diese Lösungen können auf verschiedene Weise e rreicht werden. 
--------------------------------------------------- ------------------ 
4.15.       Carrez-I-Lösung: 26,5 g Kaliumferrocyan id (4.5) in Wasser 
            lösen und auf 250 ml auffüllen. 
4.16.       Carrez-II-Lösung: 54,9 g Zink-di(acetat ) (4.3) und 7,5 ml 
            Essigsäure (4.4) in Wasser lösen und au f 250 ml 
            auffüllen. 
4.17.       Lichrosorb RP 18, 5 mym oder gleichwert iges Erzeugnis. 
 

5.          GERÄTE 
5.1.        Übliches Laborgerät 
5.2.        Flüssigchromatograph mit UV-Detektor mi t variabler 
            Wellenlänge und Säulenthermostat (45 Gr ad C) 
5.3.        Edelstahlsäule 
            Länge:            25 cm 
            Innendurchmesser: 4,6 mm 
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            Säulenfüllung:    Lichrosorb RP 18 (4.1 7) 
5.4.        Ultraschallbad 
 

6.          VERFAHREN 
6.1.        Probenvorbereitung 
6.1.1.      Ungefähr 1 g (p g) der Probe in ein Bec herglas von 100 ml 
            genau einwiegen und 10 ml Methanol (4.1 ) hinzufügen. 
6.1.2.      Becherglas 20 Minuten in das Ultraschal lbad (5.4) stellen 
            und eine Suspension erzeugen. Diese Sus pension mit 
            höchstens 75 ml Fließmittel (4.10) quan titativ in einen 
            Meßkolben von 100 ml umgießen. Nacheina nder 1 ml 
            Carrez-I-Lösung (4.15) und 1 ml Carrez- II-Lösung (4.16) 
            hinzufügen und nach jeder Hinzugabe mis chen. 
            Mit Fließmittel (4.10) auffüllen, nochm als 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 Standardlös ung (4.13) in 
            einen Meßkolben von 50 ml geben. Mit Fl ießmittel (4.10) 
            auffüllen und mischen. Die so erhaltene  Probelösung für 
            die in 6.2 beschriebene chromatographis che Analyse 
            benutzen. 
6.2.        Chromatographie 
6.2.1.      Säulendurchfluß des Fließmittelgemischs  (4.10) auf 
            1,2 ml/min einstellen und die Säulentem peratur auf 
            45 Grad C bringen. 
6.2.2.      Detektor (5.2) auf 274 nm einstellen. 
6.2.3.      20 myl Probelösung (6.1.3) einspritzen und die 
            Peakflächen messen. 
6.3.        Eichkurven 
6.3.1.      Von jeder der in 4.14 definierten Stand ardlösungen 20 myl 
            nach 6.2.3 einspritzen und Peakflächen messen. 
6.3.2.      Für jede Konzentration ist das Verhältn is zwischen der 
            Peakfläche des Monoglycerinesters der 4 -Aminobenzoesäure 
            und der Peakfläche des internen Standar ds zu berechnen. 
            Zeichne die Eichkurve, indem diese 
            Peakflächen-Verhältnisse auf der Ordina te und die 
            entsprechenden Massenverhältnisse auf d er Abszisse 
            aufgetragen werden. 
6.3.3.      Entsprechend ist für den Ethylester der  
            4-Aminobenzoesäure zu verfahren. 
 
7.          BERECHNUNG 
7.1.        Für die in 6.2.3 erhaltenen Peakflächen -Verhältnisse 
            können auf den nach 6.3 erhaltenen Eich kurven die 
            entsprechenden Massenverhältnisse RP 1 und RP 2 abgelesen 
            werden: 
            RP 1 = Massenverhältnis Monoglycerinest er der 
                   4-Aminobenzoesäure/Ethylester de r 
                   4-Hydroxybenzoesäure 
            RP 2 = Massenverhältnis Ethylester der 
                   4-Aminobenzoesäure/Ethylester de r 
                   4-Hydroxybenzoesäure 
7.2.        Anhand dieser Massenverhältnisse berech net man den Gehalt 
            an Monoglycerinester der 4-Aminobenzoes äure und 
            Ethylester der 4-Aminobenzoesäure als M assenprozent 
            (% m/m) nach folgenden Formeln: 
            % (m/m) Monoglycerinester der 
            4-Aminobenzoesäure =         q 
                                 RP 1 x --- 
                                        6 p 
                                                                q 
            % (m/m) Ethylester der 4-Aminobenzoesäu re = RP 2 x --- 
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                                                               6 p 
            q = nach 4.13 eingewogene Menge Ethyles ter der 
                4-Hydroxybenzoesäure (interner Stan dard) in mg 
            p = nach 6.1.1 eingewogene Probemenge i n g 
 
8.          WIEDERHOLBARKEIT (1) 
8.1.        Bei einem Gehalt an Monoglycerinester d er 
            4-Aminobenzoesäure von 5% (m/m) darf de r Unterschied 
            zwischen den Ergebnissen von zwei Paral lelbestimmungen an 
            der gleichen Probe 0,25% nicht überschr eiten. 
8.2.        Bei einem Gehalt an Ethylester der 4-Am inobenzoesäure von 
            1% (m/m) darf der Unterschied zwischen den Ergebnissen 
            von zwei Parallelbestimmungen an der gl eichen Probe 0,10% 
            nicht überschreiten. 
 
--------------------------------------------------- ------------------ 
(1) Nach der Norm ISO 5725. 
 

9.          ANMERKUNGEN 
9.1.        Vor der eigentlichen Analyse vergewisse re man sich, daß 
            die Probe keine Verbindungen enthält, d eren Peak auf dem 
            Chromatogramm mit demjenigen des intern en Standards 
            zusammenfällt. 
9.2.        Um sicher zu sein, daß keine weiteren I nterferenzen 
            vorhanden sind, ist die Bestimmung zu w iederholen, wobei 
            das Verhältnis des Methanol in der mobi len Phase um 
            +- 10% verändert werden kann. 
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                                                          Anlage 25 
                                                        ------------- 
 
                 QUANTITATIVE BESTIMMUNG VON CHLORB UTANOL 
 
1.          ZWECK UND ANWENDUNGSBEREICH 
            Diese Methode eignet sich für die Besti mmung von 
            Chlorbutanol bis zu einer Höchstkonzent ration von 0,5% 
            (m/m) in allen kosmetischen Mitteln (mi t Ausnahme von 
            Aerosolen). 
 
2.          DEFINITION 
            Der nach dieser Methode bestimmte Gehal t an Chlorbutanol 
            wird als Massenprozent (% m/m) des Prod uktes angegeben. 
 
3.          PRINZIP 
            Nach geeigneter Behandlung des zu unter suchenden Stoffes 
            wird die Bestimmung durch Gaschromatogr aphie in Gegenwart 
            von 2,2,2-Trichlorethanol als internem Standard 
            durchgeführt. 
 
4.          REAGENZIEN 
            Alle Reagenzien müssen analysenrein sei n. 
4.1.        Chlorbutanol 
            (1,1,1-Trichlor-2-methyl-propan-2-ol,He mihydrat) 
4.2.        2,2,2-Trichlorethanol 
4.3.        Ethanol absolut 
4.4.        Standardlösung von Chlorbutanol: 0,025 g in 100 ml 
            Ethanol (4.3) 
4.5.        Interne Standardlösung von 2,2,2-Trichl orethanol: 0,004 g 
            in 100 ml Ethanol (4.3) 
 
5.          GERÄTE 
5.1.        Übliches Laborgerät 
5.2.        Gaschromatograph mit hoch 63Ni-Elektron eneinfangdetektor 
 

6.          VERFAHREN 
6.1.        Vorbereitung der Proben: Zwischen 0,1 g  und 0,3 g der 
            Probe (p g) in einen 100-ml-Meßkolben g enau einwägen. In 
            Ethanol (4.3) lösen, 1 ml der internen Standardlösung 
            (4.5) hinzufügen und mit Ethanol auffül len. 
6.2.        Gaschromatographie-Bedingungen 
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6.2.1.      Die Bedingungen müssen so gewählt sein,  daß der 
            Auflösungsfaktor R >= 1,5 ist 
                               d'R tief 2 - d'R tie f 1 
                         R = 2 -------------------- --- 
                                 W tief 1 + W tief 2 
            R tief 1 und R tief 2 = Retentionszeit von 2 Peaks in min 
            W tief 1 und W tief 2 = Breite derselbe n Peaks bei halber 
                                    Peakhöhe in mm 
            d'                    = Papiervorschub in mm/min 
6.2.2.      Folgende Verfahrensbedingungen führen z u den gewünschten 
            Ergebnissen: 
--------------------------------------------------- ------------------ 
       Säule                 I                        II 
--------------------------------------------------- ------------------ 
Typ:                  Glassäule                Edel stahlsäule 
Länge:                1,80 m                   3 m 
Innendurchmesser:     3 mm                     3 mm  
Stationäre Phase:     10% Carbowax             5% O V 17 auf 
                      20 M TPA auf Gaschrom    Chro msorb WAW 
                      Q 80-100 mesh            DMCS  80-100 mesh 
Konditionierung:      2-3 Tage bei 190 Grad C 
Temperatur: 
- Injektor:           200 Grad C               150 Grad C 
- Säule:              150 Grad C               100 Grad C 
- Detektor:           200 Grad C               150 Grad C 
Trägergas:            Stickstoff               Argo n-Methan 
                                               (95/ 5 v/v) 
Durchsatz:            35 ml/min                32 m l/min 
--------------------------------------------------- ------------------ 
6.3.        Eichkurve 
            Zur Herstellung der Standardlösungen we rden in fünf 
            100-ml-Meßkolben jeweils 1 ml interne S tandardlösung 
            (4.5) gegeben, 0,20; 0,30; 0,40; 0,50 b zw. 0,60 ml der 
            Chlorbutanol-Standardlösung (4.4) hinzu gefügt und mit 
            Ethanol (4.3) aufgefüllt. 
            Jeweils 1 myl von jeder dieser Lösungen  werden unter den 
            in 6.2.2 beschriebenen Arbeitsbedingung en in den 
            Gaschromatographen injiziert. Man erste llt eine 
            Eichkurve, indem das Massenverhältnis 
            Chlorbutanol/2,2,2-Trichlorethanol als Abszisse gegen das 
            Verhältnis der entsprechenden Peakfläch en als Ordinate 
            aufgetragen wird. 
6.4.        1 myl der nach 6.1 gewonnenen Lösung in jizieren und unter 
            gleichen Bedingungen (6.2.2) weiterverf ahren. 
 
7.          BERECHNUNG 
7.1.        Berechne aus der Eichkurve (6.3) die 
            Chlorbutanolkonzentration, ausgedrückt in myg 
            Chlorbutanol der Lösung 6.1 (a myg). 
7.2.        Der Chlorbutanolgehalt der Probe (% m/m ) wird errechnet 
            nach der Formel: 
                                   a x 10 hoch 2        a 
            % (m/m) Chlorbutanol = ------------- = ------------- 
                                   p x 10 hoch 6   p x 10 hoch 4 
 
8.          WIEDERHOLBARKEIT (1) 
            Bei einem Chlorbutanolgehalt von 0,5% ( m/m) darf der 
            Unterschied zwischen zwei an der gleich en Probe 
            durchgeführten Bestimmungen 0,01% nicht  überschreiten. 
            Bemerkung 
            Wenn das Ergebnis gleich oder höher ist  als die erlaubte 
            Höchstkonzentration, muß das Fehlen von  Interferenzen 
            geprüft werden. 
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--------------------------------------------------- ------------------ 
(1) Nach der Norm ISO 5725. 
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                                                          Anlage 26 
                                                        ------------- 
 
            NACHWEIS UND QUANTITATIVE BESTIMMUNG VO N CHININ 
                             A. NACHWEIS 
 
1.          ZWECK UND ANWENDUNGSBEREICH 
            Diese Methode dient zum Nachweis von Ch inin in Shampoos 
            und Haarlotionen. 
 
2.          PRINZIP 
            Die Identifizierung erfolgt durch 
            Dünnschichtchromatographie auf Kieselge l und durch 
            Nachweis der intensiven Blaufluoreszenz  des Chinins in 
            saurem Milieu beim Betrachten im UV-Lic ht bei 360 nm. 
            Zur Bestätigung kann diese Fluoreszenz nachträglich mit 
            Bromdämpfen beseitigt und mit Ammoniakd ämpfen eine 
            gelbliche Fluoreszenz hervorgerufen wer den. 
 
3.          REAGENZIEN 
            Alle Reagenzien müssen analysenrein sei n. 
3.1.        Kieselgelplatten ohne Fluoreszenzindika tor, Schichtdicke 
            0,25 mm, 20 cm x 20 cm 
3.2.        Fließmittelgemisch: Toluol - Diethyleth er - Dichlormethan 
            - Diethylamin: 20 - 20 - 20 - 8 (v/v/v/ v/) 
3.3.        Methanol 
3.4.        Schwefelsäure 96%; d hoch 20 tief 4 = 1 ,84 
3.5.        Diethylether 
3.6.        Sprühreagenz: 5 ml Schwefelsäure (3.4) vorsichtig zu 
            95 ml Diethylether (3.5) in einem geküh lten Gefäß 
            hinzufügen. 
3.7.        Brom 
3.8.        Ammoniaklösung 28%, d hoch 20 tief 4 = 0,90 
3.9.        Chinin, wasserfrei 
3.10.       Standardlösung: etwa 100 mg Chinin (3.9 ) genau einwägen 
            und mit Methanol (3.3) in einem Meßkolb en auf 100 ml 
            auffüllen. 
 
4.          GERÄTE 
4.1.        Übliche Einrichtung für Dünnschichtchro matographie 
4.2.        Ultraschallbad 
4.3.        Millipore-Filter FH 0,5 mym oder gleich wertiges mit 
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            geeignetem Filtriergerät 
 
5.          VERFAHREN 
5.1.        Probenvorbereitung 
            Eine ausreichende Menge der Probe, die etwa 100 mg Chinin 
            enthält, in einen 100-ml-Meßkolben gena u einwägen und mit 
            Methanol (3.3) auffüllen. 
            Den Meßkolben verschließen und eine Stu nde lang bei 
            Zimmertemperatur im Ultraschallbad (4.2 ) lassen. Durch 
            ein Filter (4.3) filtrieren und Filtrat  für die 
            Chromatographie benutzen. 
5.2.        Dünnschichtchromatographie 
            1 myl Standardlösung (3.10) und 1 myl P robelösung (5.1) 
            auf eine Kieselgelplatte (3.1) auftrage n. Die Platte in 
            einem zuvor mit dem Fließmittelgemisch (3.2) gesättigten 
            Gefäß 15 cm entwickeln lassen. 
5.3.        Nachweis 
5.3.1.      Platte bei Zimmertemperatur trocknen. 
5.3.2.      Mit Reagenz 3.6 sprühen. 
5.3.3.      Platte eine Stunde lang bei Zimmertempe ratur trocknen 
            lassen. 
5.3.4.      Platte unter einer UV-Lampe bei Lambda = 360 nm 
            betrachten. 
            Chinin erscheint als intensiv fluoreszi erender blauer 
            Fleck 
            Die RF-Werte der wichtigsten Chinaalkal oide, die mit dem 
            Fließmittelsystem 3.2 entwickelt wurden , sind als 
            Beispiel in Tabelle I angegeben 
                                    TABELLE I 
                    ------------------------------- --------- 
                         Alkaloid                 R f 
                    ------------------------------- --------- 
                    Chinin                       0, 20 
                    Chinidin                     0, 29 
                    Cinchonin                    0, 33 
                    Cinchonidin                  0, 27 
                    Hydrochinidin                0, 17 
5.3.5.      Zur weiteren Bestätigung des Vorhandens eins von Chinin 
            wird die Platte etwa eine Stunde lang B romdämpfen (3.7) 
            ausgesetzt: die Fluoreszenz verschwinde t. Wird die 
            gleiche Platte Ammoniakdämpfen (3.8) au sgesetzt, so 
            treten die Flecke mit Braunfärbung wied er auf; bei 
            erneuter Betrachtung unter UV-Licht (36 0 nm) ist eine 
            gelbliche Fluoreszenz festzustellen. 
            Nachweisgrenze: 0,1 myg Chinin 
 
                           B. QUANTITATIVE BESTIMMU NG 
 
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 Chin ingehalt wird in 
            Massenprozent (% m/m) des Erzeugnisses ausgedrückt. 
 
3.          PRINZIP 
            Nach geeigneter Vorbehandlung des zu un tersuchenden 
            Produktes wird die Bestimmung mit 
            Hochdruckflüssigkeitschromatographie (H PCL) durchgeführt. 
 
4.          REAGENZIEN 
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            Alle Reagenzien müssen analysenrein bzw . für HPLC 
            geeignet sein. 
4.1.        Acetonitril 
4.2.        Kaliumdihydrogenorthophosphat KH tief 2  PO tief 4 
4.3.        Orthophosphorsäure 85%; d hoch 20 tief 4 = 1,70 
4.4.        Tetramethylammoniumbromid 
4.5.        Chinin, wasserfrei 
4.6.        Methanol 
4.7.        Orthophosphorsäurelösung, 0,1 M : 11,53  g 
            Orthophosphorsäure (4.3) in einem Meßko lben mit Wasser 
            auf 1 000 ml auffüllen. 
4.8.        Kaliumdihydrogenorthophosphatlösung, 0, 1 M : 13,6 g 
            Kaliumdihydrogenorthophosphat (4.2) in einem Meßkolben 
            mit Wasser auf 1 000 ml auffüllen. 
4.9.        Tetramethylammoniumbromidlösung, 0,1 M : 15,40 g 
            Tetramethylammoniumbromid (4.4) in eine m Meßkolben mit 
            Wasser auf 1 000 ml auffüllen. 
4.10.       Fließmittel: Orthophosphorsäurelösung ( 4.7) - 
            Kaliumdihydrogenorthophosphatlösung (4. 8) - 
            Tetramethylammoniumbromidlösung (4.9) -  Wasser - 
            Acetonitril (4.1) : 10 - 50 - 100 - 340  - 90 (v/v/v/v/v) 
            Die Zusammensetzung dieses Fließmittels  kann verändert 
            werden, um einen Auflösungsfaktor R >= 1,5 zu erhalten. 
                                    d'R tief 2 - d' R tief 1 
                              R = 2 --------------- -------- 
                                      W tief 1 + W tief 2 
            R tief 1 und R tief 2 = Retentionszeite n von zwei Peaks 
                                    in min 
            W tief 1 und W tief 2 = Breite derselbe n Peaks bei halber 
                                    Höhe in mm 
            d'                    = Papiervorschub in mm/min 
4.11.       Octadecylsilan, chemisch gebunden an Ki eselgel, 10 mym 
4.12.       Standardlösungen: In eine Reihe von 100  ml Meßkolben etwa 
            5,0; 10,0; 15,0 bzw. 20,0 mg wasserfrei es Chinin (4.5) 
            genau einwägen. Mit Methanol (4.6) auff üllen und bis zur 
            Auflösung des Chinins umrühren. Jede Lö sung durch ein 
            0,5 mym Filter (5.5) filtrieren. 
 
5.          GERÄTE 
5.1.        Übliches Laborgerät 
5.2.        Ultraschallbad 
5.3.        Flüssigchromatograph mit UV-Detektor mi t variabler 
            Wellenlänge 
5.4.        Edelstahlsäule 
            Länge: 25 cm 
            Innendurchmesser: 4,6 mm 
            Säulenfüllung: Octadecylsilan (4.11) 
5.5.        Millipore-Filter, FH 0,5 mym oder gleic hwertiges mit 
            geeignetem Filtriergerät 
 
6.          VERFAHREN 
6.1.        Probenvorbereitung 
            In einen 100-ml-Meßkolben eine Probenme nge, die etwa 
            10 mg wasserfreies Chinin enthält, gena u einwägen. 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 auffüllen. E inen aliquoten 
            Teil durch ein Filter (5.5) filtrieren.  
6.2.        Chromatographiebedingungen 
            Durchfluß der mobilen Phase (4.10): 1,0  ml/min 
            Detektionswellenlänge (5.3): 332 nm 
            eingespritzte Menge: 10 myl Lösung (6.1 ) - Messung der 
            Peakfläche 
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6.3.        Eichgerade 
            Mindestens dreimal 10 myl von jeder der  Standardlösungen 
            (4.12) einspritzen, die Peakflächen mes sen und bei jeder 
            Konzentration die Mittelwerte berechnen . Eichgerade 
            zeichnen. 
 
7.          BERECHNUNG 
7.1.        Anhand der Eichgeraden (6.3) mit Hilfe der Peakfläche die 
            Menge wasserfreies Chinin - ausgedrückt  in myg - in dem 
            eingespritzten Volumen (6.2) bestimmen.  
7.2.        Den Gehalt an wasserfreiem Chinin in Ma ssenprozent der 
            untersuchten Probe nach folgender Forme l berechnen: 
                                          B 
            % (m/m) wasserfreies Chinin = - 
                                          A 
            dabei ist 
            B = Menge wasserfreies Chinin in myg in  10 myl Filtrat 
                (6.1) 
            A = Masse der Probe (6.1) in g 
 
8.          WIEDERHOLBARKEIT (1) 
            Bei einem Gehalt von 0,5% (m/m) an wass erfreiem Chinin 
            darf die Differenz zwischen den Ergebni ssen zweier 
            Messungen, die parallel an derselben Pr obe vorgenommen 
            wurden, 0,02% nicht überschreiten. 
            Bei einem Gehalt von 0,2% (m/m) an wass erfreiem Chinin 
            darf die Differenz zwischen den Ergebni ssen zweier 
            Messungen, die parallel an derselben Pr obe vorgenommen 
            wurden, 0,01% nicht überschreiten. 
 
--------------------------------------------------- ------------------ 
(1) Nach der Norm ISO 5725. 
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                                                          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 wässrige oder alkoholische Phase 
enthalten und für Gehalte bis zu 0,2% Schwefeldioxid. 
 

A. NACHWEIS 
 
1.          PRINZIP 
            Die Probe wird in Salzsäure erhitzt und  das freigesetzte 
            Schwefeldioxid entweder durch seinen Ge ruch oder durch 
            Indikatorpapier nachgewiesen. 
 
2.          REAGENZIEN 
            Alle Reagenzien müssen analysenrein sei n. 
2.1.        Salzsäure, 4 M 
2.2.        Kaliumjodatstärkepapier oder ein andere s geeignetes 
            Indikatorpapier 
 
3.          GERÄTE 
3.1.        Übliches Laborgerät 
3.2.        25-ml-Kolben mit kurzem Rückflußkühler 
 

4.          VERFAHREN 
4.1.        Etwa 2,5 g der Probe und 10 ml Salzsäur e (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) n achgewiesen. 
 
                        B. QUANTITATIVE BESTIMMUNG 
 
1.          DEFINITION 
            Der nach dieser Methode bestimmte Sulfi t- oder 
            Bisulfitgehalt der Probe wird in Massep rozent 
            Schwefeldioxid angegeben. 
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2.          PRINZIP 
            Nach Ansäuern der Probe wird das freige setzte 
            Schwefeldioxid in eine Wasserstoffperox idlösung 
            überdestilliert. Die gebildete Schwefel säure wird mittels 
            einer Natriumhydroxid-Standardlösung ti triert. 
 
3.          REAGENZIEN 
            Alle Reagenzien müssen analysenrein sei n. 
3.1.        Wasserstoffperoxid 0,2% (m/v). Täglich frisch 
            zuzubereiten. 
3.2.        Orthophosphorsäure (d hoch 25 tief 4 = 1,75) 
3.3.        Methanol 
3.4.        Natriumhydroxid-Standardlösung, 0,01 M 
3.5.        Stickstoff 
3.6.        Indikator: Mischung 1 : 1 (v/v) von Met hylrot (0,03% m/v 
            in Ethanol) und Methylenblau (0,05% m/v  in Ethanol). 
            Lösung filtrieren. 
 
4.          GERÄTE 
4.1.        Übliches Laborgerät 
4.2.        Destillationsapparatur (siehe Abbildung ) 
 

5.          VERFAHREN 
5.1.        Wäge etwa 2,5 g der Probe in den Destil lationskolben A 
            (siehe Abbildung) genau ein. 
5.2.        Füge 60 ml Wasser und 50 ml Methanol (3 .3) hinzu und 
            mische. 
5.3.        Gib 10 ml der Wasserstoffperoxidlösung (3.1), 60 ml 
            Wasser und einige Tropfen des Indikator s (3.6) in die 
            Destillationsvorlage D (siehe Abb.). Fü ge einige Tropfen 
            der Natriumhydroxidlösung (3.4) hinzu, bis der Indikator 
            nach grün umschlägt. 
5.4.        Der Vorgang 5.3 wird für die Waschflasc he E (siehe 
            Abbildung) wiederholt. 
5.5.        Setze die Apparatur zusammen und stelle  den 
            Stickstoffstrom (3.5) auf etwa 60 Blase n pro Minute ein. 
5.6.        Laß 15 ml Orthophosphorsäure (3.2) durc h den 
            Tropftrichter in den Destillationskolbe n A einlaufen. 
5.7.        Rasch bis zum Kochen erhitzen und 30 Mi nuten vorsichtig 
            weitersieden lassen. 
5.8.        Entferne die Destillationsvorlage D. Sp üle das Rohr und 
            titriere dann das Destillat mit Natrium hydroxidlösung 
            (3.4), bis der Indikator (3.6) nach grü n umschlägt. 
 
6.          BERECHNUNG 
            Berechne den Gehalt der Probe an Sulfit  bzw. Bisulfit in 
            Masseprozent nach der Formel: 
                                          3,2 MV 
                   % m/m Schwefeldioxid = ------ 
                                            m 
            M = molare Konzentration der Natriumhyd roxidlösung (3.4) 
            V = für die Titration (5.8) erforderlic hes Volumen der 
                Natriumhydroxidlösung (3.4) in ml 
            m = Masse der Probe (5.1) in gr. 
 
7.          WIEDERHOLBARKEIT (1) 
            Bei einem Schwefeldioxidgehalt von 0,2%  m/m darf die 
            Differenz zwischen den Ergebnissen zwei er parallel an der 
            gleichen Probe durchgeführten Bestimmun gen 0,006% nicht 
            überschreiten. 
 
--------------------------------------------------- ------------------ 
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(1) Nach der Norm ISO 5725. 
 

Schwefeldioxid-Destillationsapparatur nach TANNER 

Alle Angaben in mm 
 

(Anm.: Skizze nicht darstellbar, es wird daher auf die gedruckte Form des BGBl. verwiesen.) 
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                                                          Anlage 28 
                                                        ------------- 
 

NACHWEIS UND QUANTITATIVE BESTIMMUNG VON ALKALICHLORATEN 

ANWENDUNGSBEREICH 
 

Die Methode beschreibt den Nachweis und die Bestimmung von Chloraten in Zahnpasten und anderen 
kosmetischen Produkten. 
 

A. NACHWEIS 
 
1.          PRINZIP 
            Chlorat wird von anderen Halogenaten du rch 
            Dünnschichtchromatographie getrennt und  durch Oxidation 
            von Kaliumjodid zu Jod nachgewiesen. 
 
2.          REAGENZIEN 
            Alle Reagenzien müssen analysenrein sei n. 
2.1.        Referenzlösungen: Wässrige Lösungen von  
            Kalium-Chlorat-Bromat und -Jodat, 0,2% (m/v), frisch 
            zubereitet. 
2.2.        Fließmittel: Ammoniaklösung 28% (m/v) -  Aceton - Butanol: 
            60 - 130 - 30 (v/v/v) 
2.3.        Wässrige Kaliumjodidlösung, 5% (m/v) 
2.4.        Stärkelösung, 1-5% (m/v) 
2.5.        Salzsäure, 1 M 
2.6.        DC-Fertigplatten Cellulose, Schichtdick e 0,25 mm 
 
3.          GERÄTE 
            Übliche Einrichtung für Dünnschichtchro matographie. 
 
4.          VERFAHREN 
4.1.        Etwa 1 g der Probe wird mit Wasser extr ahiert, filtriert 
            und auf etwa 25 ml verdünnt. 
4.2.        2 myl dieser Lösung (4.1) und jeweils 2  myl jeder der 
            drei Referenzlösungen (2.1) werden auf die Grundlinie 
            einer DC-Platte (2.6) aufgetragen. 
4.3.        Die DC-Platte in ein Entwicklungsgefäß stellen und mit 
            aufsteigender Chromatographie mit dem F ließmittel (2.2) 
            bis zu etwa drei Viertel der Länge der Platte entwickeln. 
4.4.        Die Platte aus dem Entwicklungsgefäß en tfernen und das 
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            Fließmittel verdampfen lassen. 
            Dauer: bis zu 2 Stunden. 
4.5.        Die Platte mit Kaliumjodidlösung (2.3) besprühen und etwa 
            5 Minuten lang trocknen lassen. 
4.6.        Die Platte mit Stärkelösung (2.4) bespr ühen und wieder 
            etwa 5 Minuten lang trocknen lassen. 
4.7.        Die Platte mit Salzsäure (2.5) besprühe n. 
 
5.          AUSWERTUNG 
            Ist Chlorat anwesend, so erscheint nach  etwa einer halben 
            Stunde ein blauer (eventuell auch braun er) Fleck mit 
            einem Rf-Wert von ca. 0,7 - 0,8. Bromat  und Jodat 
            reagieren sofort. 
                     ------------------------------ ------------ 
                          Halogenat                 Rf 
                     ------------------------------ ------------ 
                     Chlorat                    0,7  - 0,8 
                     Bromat                     0,5  - 0,6 
                     Jodat                        0  - 0,2 
                     ------------------------------ ------------ 
Es ist darauf zu achten, daß die Bromat- und Jodatf lecken nicht 
verwechselt werden. 
 
                         B. QUANTITATIVE BESTIMMUNG  
 
1.          DEFINITION 
            Der nach dieser Methode bestimmte Chlor atgehalt der Probe 
            wird in Massenprozent (% m/m) Chlorat a usgedrückt. 
 
2.          PRINZIP 
            Chlorat wird mit Zinkpulver in saurem M ilieu reduziert. 
            Das entstandene Chlorid wird mit Silber nitrat 
            potentiometrisch titriert. Eine analoge  Titration vor der 
            Reduktion weist auf die mögliche Anwese nheit von 
            Halogeniden hin. 
 
3.          REAGENZIEN 
            Alle Reagenzien müssen analysenrein sei n. 
3.1.        Essigsäure, 80% (m/m) 
3.2.        Zinkpulver 
3.3.        Silbernitratlösung, 0,1 M 
 

4.          GERÄTE 
4.1.        Übliches Laborgerät 
4.2.        Potentiograph mit Silberindikatorelektr ode 
 

5.          VERFAHREN 
5.1.        Vorbereitung der Probe 
            Eine Probenmenge m von etwa 2 g wird in  ein 
            Zentrifugenglas genau eingewogen. Etwa 15 ml Essigsäure 
            (3.1) hinzugeben und sorgfältig mischen . 30 Minuten 
            reagieren lassen und 15 Minuten lang be i 2 000 U/min 
            zentrifugieren. 
            Die überstehende Flüssigkeit in einen 5 0-ml-Meßkolben 
            abgießen und das Zentrifugieren zweimal  unter Zugabe von 
            jeweils 15 ml Essigsäure (3.1) zu dem R ückstand 
            wiederholen. 
            Die Lösungen in dem 50-ml-Meßkolben ver einen und mit 
            Essigsäure (3.1) zum Volumen auffüllen.  
5.2.        Reduktion von Chlorat 
            20 ml der Lösung 5.1 in einen Rundkolbe n geben, 0,6 g 
            Zinkpulver (3.2) hinzufügen und am Rück flußkühler zum 
            Sieden bringen. 30 Minuten sieden lasse n, abkühlen lassen 
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            und das überschüssige Zink abfiltrieren . Den Kolben mit 
            Wasser spülen und damit das Filter nach waschen. Filtrat 
            und Waschwasser vereinen. 
5.3.        Bestimmung von Chlorid 
            Die Lösung 5.2 wird mit Silbernitratlös ung (3.3) unter 
            Verwendung des Potentiographen (4.2) ti triert. 20 ml der 
            Lösung 5.1 werden ebenfalls mit Silbern itratlösung (3.3) 
            titriert. Enthält das Erzeugnis Brom- o der Jod-Derivate, 
            die nach Reduktion Bromide oder Jodide freisetzen, so 
            weist die Titrationskurve mehrere Wende punkte auf. In 
            diesem Fall ist das Volumen an Silberni tratlösung (3.3), 
            das dem Chlorid entspricht, gleich der Volumendifferenz 
            zwischen dem letzten und vorletzten Wen depunkt. 
 
6.          BERECHNUNG 
            Der Chloratgehalt der Probe wird nach d er Formel 
                                     20,9 (V - V') M 
                   % (m/m) Chlorat = -------------- - 
                                            m 
            berechnet. 
            V  = Volumen der Silbernitratlösung (3. 3) in ml, das zur 
                 Titration der Lösung 5.2 verbrauch t wurde. 
            V' = Volumen der Silbernitratlösung (3. 3) in ml, das zur 
                 Titration der Lösung 5.1 verbrauch t wurde 
            M  = Molarität der verwendeten Silberni tratlösung (3.3) 
            m  = Masse der Probe in g 
 
7.          WIEDERHOLBARKEIT (1) 
            Bei einem Chloratgehalt von 3 bis 5% da rf die Differenz 
            zwischen den Ergebnissen zweier paralle l an der gleichen 
            Probe durchgeführten Bestimmungen 0,07 Massenprozent 
            nicht überschreiten. 
 
--------------------------------------------------- ------------------ 
(1) Nach der Norm ISO 5725. 
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                                                          Anlage 29 
                                                        ------------- 
 

NACHWEIS UND QUANTITATIVE BESTIMMUNG VON NATRIUMJODAT 

ANWENDUNGSBEREICH 
 

Diese Methode beschreibt die Identifizierung und quantitative Bestimmung Natriumjodat in kosmetischen 
Mitteln, die nach Gebrauch sofort ausgespült werden. 
 

A. IDENTIFIZIERUNG 
 
1.          PRINZIP 
            Natriumjodat wird von anderen Halogenat en durch 
            Dünnschichtchromatographie getrennt und  durch Oxidation 
            von Jodid zu Jod nachgewiesen. 
 
2.          REAGENZIEN 
            Alle Reagenzien müssen analysenrein sei n. 
2.1.        Referenzlösungen: Wässrige Lösungen von  Kalium-Chlorat, 
            -Bromat und -Jodat, 0,01% (m/v), frisch  zubereitet. 
2.2.        Fließmittel: Ammoniaklösung 28% (m/v) -  Aceton - Butanol: 
            60 - 130 - 30 (v/v/v) 
2.3.        Wässrige Kaliumjodidlösung, 5% (m/v) 
2.4.        Stärkelösung, 1-5% (m/v) 
2.5.        Salzsäure, 1 M 
 

3.          GERÄTE 
3.1.        DC-Fertigplatten Cellulose, Schichtdick e 0,25 mm 
3.2.        Übliche Ausstattung für Dünnschichtchro matographie 
 

4.          VERFAHREN 
4.1.        Etwa 1 g der Probe wird mit Wasser extr ahiert, filtriert 
            und auf etwa 10 ml verdünnt. 
4.2.        2 myl dieser Lösung (4.1) und jeweils 2  myl jeder der 
            drei Referenzlösungen (2.1) werden auf die Grundlinie 
            einer DC-Platte (3.1) aufgetragen. 
4.3.        Die DC-Platte in ein Entwicklungsgefäß stellen und mit 
            aufsteigender Chromatographie mit dem F ließmittel (2.2) 
            bis zu etwa drei Viertel der Länge der Platte entwickeln. 
4.4.        Die Platte aus dem Entwicklungsgefäß en tfernen und das 
            Fließmittel bei Zimmertemperatur verdam pfen lassen. 
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            Dauer: bis zu 2 Stunden. 
4.5.        Die Platte mit Kaliumjodidlösung (2.3) besprühen und etwa 
            5 Minuten lang trocknen lassen 
4.6.        Die Platte mit Stärkelösung (2.4) bespr ühen und wieder 
            etwa 5 Minuten lang trocknen lassen 
4.7.        Abschließend die Platte mit Salzsäure ( 2.5) besprühen 
 
5.          AUSWERTUNG 
            Ist Jodat anwesend, so erscheint unmitt elbar 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 Gemäß dieser Methode bestimmte Natr iumjodatgehalt der 
            Probe wird in Masseprozent Natriumjodat  angegeben. 
 
2.          PRINZIP 
            Natriumjodat wird in Wasser gelöst und durch 
            Hochdruckflüssigkeitschromatographie un ter Verwendung von 
            zwei hintereinander geschalteten Säulen  - eine reverse 
            phase C 18-Säule und eine Anionenaustau schsäule - 
            bestimmt. 
 
3.          REAGENZIEN 
            Alle Reagenzien müssen analysenrein und  für die 
            Hochdruck-Flüssigkeitschromatographie g eeignet sein. 
3.1.        Salzsäure, 4 M 
3.2.        Wässrige Natriumsulfitlösung, 5% m/v 
3.3.        Natriumjodat-Stammlösung: 50 mg Natrium jodat/100 ml 
            Wasser 
3.4.        Kaliumdihydrogenorthophosphat 
3.5.        Dinatriumhydrogenorthophosphat . 2H tie f 2 O 
3.6.        Mobile Phase für die HPLC: Löse 3,88 g 
            Kaliumhydrogenorthophosphat (3.4) und 1 ,19 g 
            Dinatriumhydrogenorthophosphat . 2 H ti ef 2 O (3.5) in 
            einem Liter Wasser. Der pH dieser Lösun g beträgt 6.2. 
3.7.        Universalindikatorpapier, pH 1-11 
 
4.          GERÄTE 
            Übliches Laborgerät 
4.1.        Papierfilter, 110 mm Durchmesser, Schle icher und Schüll 
            Nr. 575 oder gleichwertiges 
4.2.        Hochdruckflüssigkeitschromatograph mit UV-Detektor mit 
            variabler Wellenlänge 
4.3.        Säulen: 2 hintereinandergeschaltete Säu len von jeweils 
                    120 mm Länge und 4,6 mm Innendu rchmesser. 
            Säulenfüllung: 1. Säule: Nucleosil hoch  R 5 C 18 oder 
                                     gleichwertiges  
                           2. Säule: Vydac hoch TM- 301-SB oder 
                                     gleichwertiges  
 
5.          VERFAHREN 
5.1.        Probenvorbereitung 
5.1.1.      Flüssige Proben (Shampoos) 
            Wäge eine Probemenge von etwa 1 g einen  10 ml Meßkolben 
            genau ein. 
            Fülle mit Wasser zur Marke auf und misc he. 
            Falls erforderlich, filtriere die Lösun g. 
            Bestimme das Jodat in der Lösung mittel s HPLC wie in 



  Bundesrecht 

www.ris.bka.gv.at  Seite 3 von 4 

            Absatz 5.2 beschrieben. 
5.1.2.      Feste Proben (Seifen) 
            Wäge eine zuvor fein zerkleinerte Probe menge von etwa 
            1 g in einen 100-ml-Meßzylinder mit Gla sstopfen genau 
            ein. Fülle mit Wasser bis 50 ml auf und  schüttele 
            1 Minute lang kräftig. 
            Zentrifugiere und filtriere durch ein P apierfilter (4.1) 
            oder lasse die Mischung mindestens eine  Nacht stehen, 
            schüttele die gallertartige Lösung kräf tig und filtriere 
            sie durch ein Papierfiltet (4.2). Besti mme das Jodat im 
            Filtrat mittels HPLC wie in Absatz 5.2 beschrieben. 
5.2.        Chromatographie 
            Flowrate: 1 ml/min 
            Detektionswellenlänge: 210 nm 
            Einspritzvolumen: 10 myl 
            Messung: Peakfläche 
5.3.        Eichgerade 
            Pipettiere 1.0, 2.0, 5.0, 10.0 bzw. 20. 0 ml der 
            Natriumjodatstammlösung (3.3) in 50-ml- Meßkolben. Fülle 
            mit Wasser zur Marke auf und mische. Di e so erhaltenen 
            Lösungen enthalten 0.01, 0.02, 0.05, 0. 10 bzw. 0.20 mg 
            Natriumjodat pro ml. Injiziere 10 myl v on jeder 
            Standard-Jodatlösung in den Flüssigkeit schromatographen 
            (4.3). Bestimme die Peakflächen für Jod at und zeichne die 
            Eichgerade: Peakfläche - Natriumjodatko nzentration. 
 
6.          BERECHNUNG 
            Berechne die Natriumjodatkonzentration in Masseprozent 
            (% m/m) nach folgender Formel: 
                                            Vc 
                       %m/m Natriumjodat = ---- 
                                           10 m 
            dabei ist: 
            m = Masse der Probe (5.1) in g 
            V = Gesamtvolumen der nach 5.1 erhalten en Probenlösung in 
                ml 
            c = aus Eichkurve (5.3) entnommene 
                Natriumjodatkonzentration in mg/ml 
 
7.          WIEDERHOLBARKEIT (1) 
            Bei einem Natriumjodatgehalt von 0,1% ( m/m) darf die 
            Differenz zwischen den Ergebnissen zwei er 
            Parallelbestimmungen, die an der gleich en Probe 
            vorgenommen wurden, 0,002% nicht übersc hreiten. 
 
8.          BESTÄTIGUNG 
8.1.        Prinzip 
            In einer angesäuerten Lösung des kosmet ischen Produktes 
            wird das Jodat (JO tief 3-) durch Sulfi t zu Jodid (J-) 
            reduziert und die erhaltene Lösung mitt els HPLC 
            untersucht. Verschwindet nach der Behan dlung mit Sulfit 
            ein mit seiner Retentionszeit dem Jodat  entsprechender 
            Peak, so kann der ursprüngliche Peak mi t größter 
            Wahrscheinlichkeit Jodat zugeschrieben werden. 
8.2.        Verfahren 
            Pipettiere 5 ml der nach 5.1 gewonnenen  Probelösung in 
            einen Erlenmeyer. 
            Stelle den pH der Lösung mit Salzsäure (3.1) unter 
            Verwendung von Universalindikatorpapier  (3.7) auf einen 
            Wert von 3 oder niedriger ein. 
            Füge 3 Tropfen Natriumsulfitlösung (3.2 ) hinzu und 
            mische. Injiziere 10 myl dieser Lösung in den 
            Flüssigkeitschromatographen (4.2). 
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            Vergleiche dieses Chromatogramm mit dem jenigen, das bei 
            der gleichen Probe nach Abschnitt 5 erh alten wurden. 
 
--------------------------------------------------- ------------------ 
(1) Nach der Norm ISO 5725. 
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                                                          Anlage 30 
                                                        ------------- 
 
    NACHWEIS UND BESTIMMUNG VON SILBERNITRAT IN KOS METISCHEN MITTELN 
                             A. Nachweis 
 
1.          Zweck und Anwendungsbereich 
            Diese Methode beschreibt ein Verfahren zum Nachweis von 
            Silbernitrat in wäßrigen kosmetischen M itteln. 
 
2.          Kurzbeschreibung 
            Silber wird durch den mit Chloridionen gebildeten 
            charakteristischen weißen Niederschlag nachgewiesen. 
 
3.          Reagenzien 
            Alle Reagenzien müssen analysenrein sei n. 
3.1.        Salzsäure, 2 M. 
3.2.        Ammoniaklösung: konzentrierte Ammoniakl ösung (d tief 20 = 
            0,88 g/ml) wird mit der gleichen Menge Wasser gemischt. 
3.3.        Salpetersäure, 2 M. 
 

4.          Geräte 
4.1.        Normale Laborausstattung. 
4.2.        Zentrifuge. 
 

5.          Durchführung 
5.1.        In einem Zentrifugenglas wird zu ungefä hr 1 g Probe 
            tropfenweise Salzsäure (3.1) gegeben, b is die Ausfällung 
            abgeschlossen ist. Die Mischung wird an schließend 
            zentrifugiert. 
5.2.        Die überstehende Flüssigkeit wird dekan tiert und der 
            Rückstand einmal mit fünf Tropfen kalte m Wasser 
            gewaschen. Die Waschflüssigkeit wird ve rworfen. 
5.3.        Der Rückstand im Zentrifugenglas wird m it der gleichen 
            Menge Wasser versetzt und unter Rühren zum Sieden 
            erhitzt. 
5.4.        Die Mischung wird heiß zentrifugiert un d die überstehende 
            Flüssigkeit verworfen. 
5.5.        Der Niederschlag wird mit einigen Tropf en Ammoniaklösung 
            (3.2) versetzt, gemischt und anschließe nd zentrifugiert. 
5.6.        Ein Tropfen der überstehenden Lösung wi rd auf einen 
            Objektträger gebracht und mit wenigen T ropfen 
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            Salpetersäure (3.3) versetzt. 
5.7.        Ein weißer Niederschlag zeigt die Anwes enheit von Silber 
            an. 
 
                               B. Bestimmung 
 
1.          Zweck und Anwendungsbereich 
            Diese Methode beschreibt ein Verfahren zur Bestimmung von 
            Silbernitrat als Silber in kosmetischen  Mitteln zum 
            Färben von Wimpern und Augenbrauen. 
 
2.          Kurzbeschreibung 
            Silber wird im Erzeugnis durch 
            Atomabsorptionsspektrometrie bestimmt. 
 
3.          Reagenzien 
            Alle Reagenzien müssen analysenrein sei n. 
3.1.        Salpetersäure, 0,02 M. 
3.2.        Silber-Standardlösungen. 
3.2.1.      Silber-Standardstammlösung, 1 000 myg/m l in 0,5 M 
            Salpetersäure („SpectrosoL'' oder gleic hwertiges). 
3.2.2.      Silber-Standardlösung, 100 myg/ml: 
            10,0 ml der Silber-Standardstammlösung (3.2.1) werden in 
            einen 100-ml-Meßkolben pipettiert und m it 0,02 M 
            Salpetersäure (3.1) bis zur Marke aufge füllt und 
            gemischt. Diese Standardlösung muß fris ch hergestellt und 
            in einer dunklen Flasche aufbewahrt wer den. 
 
4.          Geräte 
4.1.        Normale Laborausstattung. 
4.2.        Atomabsorptionsspektrophotometer mit 
            Silber-Hohlkathodenlampe. 
 
5.          Arbeitsvorschrift 
5.1.        Vorbereitung der Probe 
            Ungefähr 0,1 g (m Gramm) einer homogene n Probe des 
            Erzeugnisses wird genau abgewogen, quan titativ in einen 
            1-Liter-Meßkolben übergeführt und mit 0 ,02 M 
            Salpetersäure (3.1) bis zur Marke aufge füllt und 
            gemischt. 
5.2.        Bedingungen für die Atomabsorptionsspek trometrie 
            Flamme: Luft-Acetylen, 
            Wellenlänge: 338,3, 
            Untergrundkorrektur: ja, 
            Brenngasbedingungen: brenngasarm; für e ine maximale 
                                 Absorption ist ein e Optimierung der 
                                 Brennerhöhe und de r 
                                 Brenngasbedingunge n erforderlich. 
5.3.        Eichung 
5.3.1.      Von der Silber-Standardlösung (3.2.2) w erden 1,0, 2,0, 
            3,0, 4,0 bzw. 5,0 ml in eine Reihe von 100-ml-Meßkolben 
            pipettiert und jeweils mit 0,02 M Salpe tersäure (3.1) bis 
            zur Marke aufgefüllt und gemischt. Dies e Lösungen 
            enthalten 1,0, 2,0, 3,0, 4,0 und 5,0 my g Silber je 
            Milliliter. 
5.3.2.      Die Extinktion der 0,02 M Salpetersäure  (3.1) wird 
            gemessen und der erhaltene Extinktionsw ert als Blindwert 
            der Silberkonzentration für die Eichkur ve verwendet. 
            Die Extinktion jeder Silber-Eichlösung (5.3.1) wird 
            gemessen und die Abhängigkeit des Extin ktionswertes von 
            der Silberkonzentration in Form der Eic hkurve 
            aufgezeichnet. 
5.4.        Bestimmung 
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            Die Extinktion der Prüflösung (5.1) wir d gemessen und aus 
            der Eichkurve die dem ermittelten Extin ktionswert 
            zugehörige Silberkonzentration abgelese n. 
 
6.          Berechnung 
            Der Silbernitratgehalt in Massenprozent  (% m/m) der Probe 
            wird nach folgender Formel berechnet: 
                                        1,5748 x c 
                 % (m/m) Silbernitrat = ---------- 
                                          10 x m 
            m = Einwaage der untersuchten Probe in Gramm (5.1), 
            c = aus der Eichkurve abgelesene Silber konzentration der 
                Prüflösung (5.1) in Mikrogramm je M illiliter. 
 
7.          Wiederholbarkeit (1) 
            Bei einem Silbernitratgehalt von 4% (m/ m) dürfen die 
            Ergebnisse zweier an derselben Probe pa rallel 
            durchgeführter Bestimmungen um nicht me hr als 0,05% 
            (m/m) voneinander abweichen. 
 
--------------------------------------------------- ------------------ 
(1) ISO 5725. 
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                                                          Anlage 31 
                                                        ------------- 
 
   NACHWEIS UND BESTIMMUNG VON SELENDISULFID IN ANT ISCHUPPEN-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 Reaktio n mit Harnstoff 
            und Kaliumiodid entsteht. 
 
3.          Reagenzien 
            Alle Reagenzien müssen analysenrein sei n. 
3.1.        Konzentrierte Salpetersäure (d tief 20 = 1,42 g/ml). 
3.2.        Harnstoff. 
3.3.        Kaliumiodid-Lösung, 10% (m/v): 10 g Kal iumiodid werden in 
            100 ml Wasser gelöst. 
 
4.          Geräte 
4.1.        Normale Laborausstattung. 
4.2.        Druckaufschlußbehälter, 100 ml. 
4.3.        Heizblock. 
4.4.        Filterpapier (Whatman Nr. 42 oder gleic hwertiges) oder 
            Membranfilter, 0,45 mym. 
 
5.          Durchführung 
5.1.        In einem Druckaufschlußbehälter (4.2) w erden zu etwa 1 g 
            Shampoo 2,5 ml konzentrierte Salpetersä ure (3.1) gegeben 
            und 30 Minuten lang bei 150 Grad C in e inem Heizblock 
            (4.3) aufgeschlossen. 
5.2.        Die digerierte Probe wird mit Wasser au f ein Volumen von 
            25 ml verdünnt und durch ein Papierfilt er oder ein 
            0,45-mym-Membranfilter (4.4) filtriert.  
5.3.        2,5 ml des Filtrats werden mit 5 ml Was ser und 2,5 g 
            Harnstoff (3.2) versetzt und zum Sieden  erhitzt. Nach dem 
            Abkühlen wird 1 ml Kaliumiodid-Lösung ( 3.3) hinzugegeben. 
5.4.        Eine gelbe bis orange Farbe, die beim S tehen rasch 
            nachdunkelt, zeigt das Vorhandensein vo n Selen an. 
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                             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 Salpetersäure aufges chlossen und das 
            Selen mit Hilfe der Atomabsorptionsspek trometrie 
            bestimmt. 
 
3.          Reagenzien 
            Alle Reagenzien müssen analysenrein sei n. 
3.1.        Konzentrierte Salpetersäure (d tief 20 = 1,42 g/ml). 
3.2.        Salpetersäure 5% (v/v): Zu 500 ml Wasse r werden in einem 
            Becherglas unter ständigem Rühren 50 ml  konzentrierte 
            Salpetersäure (3.1) gegeben. Die Lösung  wird in einen 
            1-Liter-Meßkolben übergeführt und bis z ur Marke mit 
            Wasser aufgefüllt. 
3.3.        Selen-Standardlösung, 1 000 myg/ml in 0 ,5 M Salpetersäure 
            („SpectrosoL'' oder gleichwertiges). 
 
4.          Geräte 
4.1.        Normale Laborausstattung. 
4.2.        Druckaufschlußbehälter, 100 ml. 
4.3.        Heizblock. 
4.4         Filterpapier (Whatman Nr. 42 oder gleic hwertiges) oder 
            Membranfilter, 0,45 mym. 
4.5.        Atomabsorptionsspektrophotometer mit 
            Selen-Hohlkathodenlampe. 
 
5.          Durchführung 
5.1.        Vorbereitung der Probe 
5.1.1.      Ungefähr 0,2 g (m Gramm) einer homogene n Probe Shampoo 
            werden in einen Druckaufschlußbehälter (4.2) genau 
            eingewogen. 
5.1.2.      Nach Zusatz von 5 ml konzentrierter Sal petersäure (3.1) 
            wird die Mischung im Heizblock (4.3) be i 150 Grad C 
            1 Stunde lang aufgeschlossen. 
5.1.3.      Nach dem Abkühlen wird die Mischung mit  Wasser zu 100 ml 
            verdünnt und über ein Papierfilter oder  ein 
            0,45-mym-Membranfilter (4.4) filtriert.  Das Filtrat dient 
            als Prüflösung. 
5.2.        Bedingungen für die Atomabsorptionsspek trometrie 
            Flamme: Luft-Acetylen, 
            Wellenlänge: 196,0 nm, 
            Untergrundkorrektur: ja, 
            Brenstoff (Anm.: richtig: Brennstoff): arm; für maximale 
            Absorption müssen Brennerhöhe und Brenn stoff optimiert 
            werden. 
5.3.        Eichung 
5.3.1.      Von der Selen-Standardlösung (3.3) werd en 1,0, 2,0, 3,0, 
            4,0 und 5,0 ml in einer Reihe von 100-m l-Meßkolben 
            pipettiert und jeweils mit 5%iger (v/v)  Salpetersäure 
            (3.2) zur Marke aufgefüllt und gemischt . Diese 
            Eichlösungen enthalten 10, 20, 30, 40 b zw. 50 myg Selen 
            je Milliliter. 
5.3.2.      Die Extinktion der 5%igen (v/v) Salpete rsäure (3.2) wird 
            gemessen und der erhaltene Extinktionsw ert als Blindwert 
            der Selenkonzentration für die Eichkurv e verwendet. 
            Die Extinktion jeder Selen-Eichlösung ( 5.3.1) wird 
            gemessen und die Abhängigkeit des Extin ktionswertes von 
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            der Selenkonzentration in Form der Eich kurve 
            aufgezeichnet. 
5.4.        Bestimmung 
            Die Extinktion der Prüflösung (5.1.3) w ird gemessen und 
            aus der Eichkurve die dem ermittelten E xtinktionswert 
            zugehörige Selenkonzentration abgelesen . 
 
6.          Berechnung 
            Der Gehalt an Selendisulfid in Massenpr ozent (% m/m) der 
            Probe wird nach folgender Formel berech net: 
                                            1,812 x  c 
                      % (m/m) Selensulfid = ------- -- 
                                             100 x m 
            m = Einwaage der untersuchten Probe (5. 1.1) in Gramm, 
            c = aus der Eichkurve abgelesene Selenk onzentration der 
                Prüflösung (5.1.3) in Mikrogramm je  Milliliter. 
 
7.          Wiederholbarkeit (1) 
            Bei einem Selendisulfid-Gehalt von 1% ( m/m) dürfen die 
            Ergebnisse zweier an derselben Probe pa rallel 
            durchgeführter Bestimmungen um nicht me hr als 0,05% (m/m) 
            voneinander abweichen. 
 
--------------------------------------------------- ------------------ 
(1) ISO 5725. 
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                                                          Anlage 32 
                                                        ------------- 
 
   BESTIMMUNG VON LÖSLICHEM BARIUM UND STRONTIUM IN  FARBPIGMENTEN IN 
                      FORM VON SALZEN ODER LACKEN 
                  A. Bestimmung von löslichem Bariu m 
 
1.          Zweck und Anwendungsbereich 
            Diese Methode beschreibt ein Verfahren zur Extraktion und 
            Bestimmung von löslichem Barium aus Far bpigmenten in Form 
            von Salzen oder Lacken. 
 
2.          Kurzbeschreibung 
            Das Farbpigment wird mit 0,07 M Salzsäu re unter 
            definierten Bedingungen extrahiert; die  Menge des 
            löslichen Bariums im Extrakt wird danac h durch 
            Atomabsorptionsspektrometrie bestimmt. 
 
3.          Reagenzien 
            Alle Reagenzien müssen analysenrein sei n. 
3.1.        Absolutes Ethanol. 
3.2.        Salzsäure, 0,07 M. 
3.3.        Salzsäure, 0,5 M. 
3.4.        Kaliumchloridlösung, 8% (m/v): 16 g Kal iumchlorid werden 
            in 200 ml 0,07 M Salzsäure (3.2) gelöst . 
3.5.        Barium-Standardlösungen 
3.5.1.      Barium-Standardstammlösung, 1 000 myg/m l in 0,5 M 
            Salpetersäure („SpectrosoL'' oder gleic hwertiges). 
3.5.2.      Barium-Standardlösung, 200 myg/ml: 20,0  ml der 
            Barium-Standardstammlösung (3.5.1) werd en in einen 
            100-ml-Meßkolben pipettiert und mit 0,0 7 M Salzsäure 
            (3.2) bis zur Marke aufgefüllt und gemi scht. 
 
4.          Geräte 
4.1.        Normale Laborausstattung. 
4.2.        pH-Meter mit einer Genauigkeit von +- 0 ,02 Einheiten. 
4.3.        Schüttelmaschine. 
4.4.        Membranfilter, 0,45 mym. 
4.5.        Atomabsorptionsspektrophotometer mit 
            Barium-Hohlkathodenlampe. 
 
5.          Durchführung 
5.1.        Vorbereitung der Probe 
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5.1.1.      Ungefähr 0,5 g (m Gramm) Farbpigment we rden genau in 
            einen Erlenmeyerkolben eingewogen, dess en 
            Fassungsvermögen mindestens 150 ml betr agen sollte, um 
            ein wirkungsvolles Schütteln zu gewährl eisten. 
5.1.2.      Nach Zusatz von 1,0 ml Ethanol (3.1) mi ttels Pipette wird 
            der Kolben vorsichtig geschwenkt, bis d as Pigment 
            vollständig durchtränkt ist. Aus einer Bürette wird genau 
            so viel 0,07 M Salzsäure (3.2) zugesetz t, daß ein 
            Verhältnis Volumen der Säure zu Masse d es Pigments von 
            genau 50 Milliliter je Gramm erhalten w ird. Das gesamte 
            Volumen des Extraktionsmittels einschli eßlich Ethanol 
            beträgt dann V ml. Der Inhalt des Kolbe ns wird 5 Sekunden 
            lang geschüttelt, um eine vollkommene D urchmischung zu 
            gewährleisten. 
5.1.3.      Der pH-Wert der entstandenen Suspension  wird mit dem 
            pH-Meter (4.2) gemessen. Liegt der Wert  über 1,5, wird 
            tropfenweise 0,5 M Salzsäure (3.3) hinz ugefügt, bis er in 
            den Bereich von 1,4 bis 1,5 fällt. 
5.1.4.      Der Kolben wird verschlossen und anschl ießend sofort 
            60 Minuten lang in der Schüttelmaschine  (4.3) 
            geschüttelt, wobei eine ausreichend hoh e Geschwindigkeit 
            einzustellen ist, damit ein Schaum ents teht. Danach wird 
            die Mischung durch ein 0,45-mym-Membran filter (4.4) 
            filtriert. Die Mischung darf vor der Fi ltration nicht 
            zentrifugiert werden. 5,0 ml des Filtra ts werden in einen 
            50-ml-Meßkolben pipettiert, mit 0,07 M Salzsäure (3.2) 
            bis zur Marke aufgefüllt und gemischt. 
            Diese Lösung wird auch für die Strontiu mbestimmung 
            benötigt (Teil B). 
5.1.5.      In einen 100-ml-Meßkolben werden 5,0 ml  
            Kaliumchloridlösung (3.4) und ein aliqu oter Teil (W tief 
            Ba ml) des verdünnten Filtrats (5.1.4) pipettiert, so daß 
            die erwartete Konzentration zwischen 3 und 10 myg Barium 
            je Milliliter liegt. (Ein aliquoter Tei l von 10 ml ist 
            ein guter Anfangswert). Die Lösung wird  mit 0,07 M 
            Salzsäure (3.2) bis zur Marke aufgefüll t und gemischt. 
5.1.6.      Die atomabsorptionsspektrometrische Bes timmung des 
            Bariumgehaltes der Prüflösung (5.1.5) i st am selben Tag 
            durchzuführen. 
5.2.        Bedingungen für die Atomabsorptionsspek trometrie 
            Flamme: Distickstoffoxid-Acetylen, 
            Wellenlänge: 553,5 nm, 
            Untergrundkorrektur: keine, 
            Brennstoff: arm; für maximale Absorptio n müssen 
            Brennerhöhe und Brennstoff optimiert we rden. 
5.3.        Eichung 
5.3.1.      Von der Barium-Standardlösung (3.5.2) w erden 1,0, 2,0, 
            3,0, 4,0 und 5,0 ml in einer Reihe von 100-ml-Meßkolben 
            pipettiert. Nach Zusatz von jeweils 5,0  ml 
            Kaliumchloridlösung (3.4) mittels Pipet te wird mit 0,07 M 
            Salzsäure (3.2) bis zur Marke aufgefüll t und gemischt. 
            Diese Eichlösungen enthalten 2,0, 4,0, 6,0, 8,0 bzw. 
            10,0 myg Barium je Milliliter. 
            Entsprechend wird eine Blindlösung ohne  Zugabe der 
            Barium-Standardlösung hergestellt. 
5.3.2.      Die Extinktion der Blindlösung (5.3.1) wird gemessen und 
            der erhaltene Extinktionswert als Blind wert der 
            Bariumkonzentration für die Eichkurve v erwendet. 
            Die Extinktion jeder Barium-Eichlösung (5.3.1) wird 
            gemessen und die Abhängigkeit des Extin ktionswertes von 
            der Bariumkonzentration in Form der Eic hkurve 
            aufgezeichnet oder es wird die Regressi onsgerade 
            berechnet. 
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5.4.        Bestimmung 
            Die Extinktion der Prüflösung (5.1.5) w ird gemessen und 
            aus der Eichkurve die dem ermittelten E xtinktionswert 
            zugehörige Bariumkonzentration abgelese n bzw. aus der 
            Gleichung für die Regressionsgerade ber echnet. 
 
6.          Berechnung 
            Der Gehalt an löslichem Barium in Masse nprozent (% m/m) 
            des Pigments wird nach folgender Formel  berechnet: 
                                                 c x V 
                 % (m/m) lösliches Barium = ------- --------- 
                                            10 W ti ef Ba x m 
            m =         Einwaage der untersuchten P robe (5.1.1) in 
                        Gramm, 
            c =         aus der Eichkurve abgelesen e 
                        Bariumkonzentration der Prü flösung (5.1.5) in 
                        Mikrogramm je Milliliter bz w. der aus der 
                        Gleichung für die Regressio nsgerade 
                        berechnete Wert, 
            V =         Gesamtvolumen des Extraktio nsmittels (5.1.2) 
                        in Milliliter, 
            W tief Ba = aliquoter Teil des Extrakts  aus 5.1.5 in 
                        Milliliter. 
 
7.          Wiederholbarkeit 
            Die beste vorliegende Schätzung für die  Wiederholbarkeit 
            (ISO 5725) dieser Methode für einen Geh alt an löslichem 
            Barium von 2% (m/m) beträgt 0,3% (m/m).  
 
8.          Bemerkungen 
8.1.        Unter bestimmten Bedingungen kann bei A nwesenheit von 
            Calcium die Barium-Absorption erhöht we rden. Dies kann 
            durch Zusatz von Magnesium-Ionen in ein er Konzentration 
            von 5 g/l verhindert werden (1). 
8.2.        Die Anwendung der ICP-Atomemmissionsspe ktrometrie ist als 
            Alternativmethode zur 
            Flammen-Atomabsorptionsspektrometrie zu gelassen. 
 
--------------------------------------------------- ------------------ 

(1) Jerrow, M. et a.: Magnesium as modifier for the determination of barium by flame atomic emission 
spectrometry. Analytical Proceedings 28, 40 (1991). 
 

B. Bestimmung von löslichem Strontium 
 
1.          Zweck und Anwendungsbereich 
            Diese Methode beschreibt ein Verfahren zur Extraktion und 
            Bestimmung von löslichem Strontium aus Farbpigmenten in 
            Form von Salzen oder Lacken. 
 
2.          Kurzbeschreibung 
            Das Farbpigment wird mit 0,07 M Salzsäu re unter 
            definierten Bedingungen extrahiert; die  Menge des 
            löslichen Strontiums im Extrakt wird da nach durch 
            Atomabsorptionsspektrometrie bestimmt. 
 
3.          Reagenzien 
            Alle Reagenzien müssen analysenrein sei n. 
3.1.        Absolutes Ethanol. 
3.2.        Salzsäure, 0,07 M. 
3.3.        Kaliumchloridlösung, 8% (m/v): 16 g Kal iumchlorid werden 
            in 200 ml 0,07 M Salzsäure (3.2) gelöst . 
3.4.        Strontium-Standardlösungen 
3.4.1.      Strontium-Standardstammlösung, 1 000 my g/ml in 0,5 M 
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            Salpetersäure („SpectrosoL'' oder gleic hwertiges). 
3.4.2.      Strontium-Standardlösung, 100 myg/ml: 
            10,0 ml der Strontium-Standardstammlösu ng (3.4.1) werden 
            in einen 100-ml-Meßkolben pipettiert un d mit 0,07 M 
            Salzsäure (3.2) bis zur Marke aufgefüll t und gemischt. 
 
4.          Geräte 
4.1.        Normale Laborausstattung. 
4.2.        Membranfilter, 0,45 mym. 
4.3.        Atomabsorptionsspektrophotometer mit 
            Strontium-Hohlkathodenlampe. 
 
5.          Durchführung 
5.1.        Vorbereitung der Probe 
            Zur Bestimmung des Strontiumgehaltes wi rd die im Teil A 
            Abschnitt 5.1.4 hergestellte Lösung ver wendet. 
5.1.1.      In einen 100-ml-Meßkolben werden 5,0 ml  
            Kaliumchloridlösung (3.3) und ein aliqu oter Teil (W 
            tief Sr ml) des verdünnten Filtrates (A . 5.1.4) 
            pipettiert, so daß die erwartete Konzen tration zwischen 
            2 und 5 myg Strontium je Milliliter lie gt. (Ein aliquoter 
            Teil von 25 ml ist ein guter Anfangswer t). Die Lösung 
            wird mit 0,07 M Salzsäure (3.2) bis zur  Marke aufgefüllt 
            und gemischt. 
5.1.2.      Die atomabsorptionsspektrometrische Bes timmung des 
            Strontiumgehaltes der Prüflösung (5.1.1 ) ist am selben 
            Tag durchzuführen. 
5.2.        Bedingungen für die Atomabsorptionsspek trometrie 
            Flamme: Distickstoffoxid-Acetylen, 
            Wellenlänge: 460,7 nm, 
            Untergrundkorrektur: keine, 
            Brennstoff: arm; für maximale Absorptio n müssen 
                        Brennerhöhe und Brennstoff optimiert werden. 
5.3.        Eichung 
5.3.1.      Von der Strontium-Standardlösung (3.4.2 ) werden 1,0, 2,0, 
            3,0, 4,0 und 5,0 ml in eine Reihe von 1 00-ml-Meßkolben 
            pipettiert. Nach Zusatz von jeweils 5,0  ml 
            Kaliumchloridlösung (3.3) mittels Pipet te wird mit 0,07 M 
            Salzsäure (3.2) bis zur Marke aufgefüll t und gemischt. 
            Die Eichlösungen enthalten 1,0, 2,0, 3, 0, 4,0 bzw. 
            5,0 myg Strontium je Milliliter. Entspr echend wird eine 
            Blindlösung ohne Zugabe der Strontium-S tandardlösung 
            hergestellt. 
5.3.2.      Die Extinktion der Blindlösung (5.3.1) wird gemessen und 
            der erhaltene Extinktionswert als Blind wert der 
            Strontiumkonzentration für die Eichkurv e verwendet. Die 
            Extinktion jeder Strontium-Eichlösung ( 5.3.1) wird 
            gemessen und die Abhängigkeit des Extin ktionswertes von 
            der Strontiumkonzentration in Form der Eichkurve 
            aufgezeichnet. 
5.4.        Bestimmung 
            Die Extinktion der Prüflösung (5.1.1) w ird gemessen und 
            aus der Eichkurve die dem ermittelten E xtinktionswert 
            zugehörige Strontiumkonzentration abgel esen. 
 
6.          Berechnung 
            Der Gehalt an löslichem Strontium in Ma ssenprozent 
            (% m/m) des Pigments wird nach folgende r Formel 
            berechnet: 
                                                     c x V 
                  % (m/m) lösliches Strontium = --- ------------- 
                                                10 W tief Sr x m 
            m         = Einwaage der untersuchten P robe (A. 5.1.1) in 
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                        Gramm, 
            c         = aus der Eichkurve abgelesen e 
                        Strontiumkonzentration der Prüflösung (5.1.1) 
                        in Mikrogramm je Milliliter , 
            V         = Gesamtvolumen des Extraktio nsmittel 
                        (A. 5.1.2) in Milliliter, 
            W tief Sr = aliquoter Teil des Extrakts  aus 5.1.1 in 
                        Milliliter. 
 
7.          Wiederholbarkeit 
            Die beste vorliegende Schätzung für die  Wiederholbarkeit 
            (ISO 5725) dieser Methode für einen Geh alt an löslichem 
            Strontium von 0,6% (m/m) beträgt 0,09% (m/m). 
 
8.          Bemerkungen 
            Die Anwendung der ICP-Atomemissionsspek trometrie ist als 
            Alternativmethode zur 
            Flammen-Atomabsorptionsspektrometrie zu gelassen. 
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                                                          Anlage 33 
                                                        ------------- 
 
   NACHWEIS UND BESTIMMUNG VON BENZYLALKOHOL IN KOSMETISCHEN MITTELN 
                              A. Nachweis 
 
1.          Zweck und Anwendungsbereich 
            Diese Methode beschreibt ein Verfahren zum Nachweis von 
            Benzylalkohol in kosmetischen Mitteln. 
 
2.          Kurzbeschreibung 
            Die Identifizierung erfolgt durch 
            Dünnschichtchromatographie auf Kieselge lplatten. 
 
3.          Reagenzien 
            Alle Reagenzen (Anm.: richtig: Reagenzi en) müssen 
            analysenrein sein. 
3.1.        Benzylalkohol. 
3.2.        Chloroform. 
3.3.        Absolutes Ethanol. 
3.4.        n-Pentan. 
3.5.        Fließmittel: Diethylether. 
3.6.        Benzylalkohol-Standardlösung: 0,1 g Ben zylalkohol (3.1) 
            wird in einen 100-ml-Meßkolben eingewog en, mit Ethanol 
            (3.3) bis zur Marke aufgefüllt und gemi scht. 
3.7.        DC-Fertigplatten (Glas, 200 mm x 200 mm  oder 100 mm x 
            200 mm). 
            Adsorbensschicht: Kieselgel 60 F tief 2 54. 
            Schichtdicke: 0,25 mm. 
3.8.        Sprühreagenz: 12-Molybdatophosphorsäure , 10% (m/v) in 
            Ethanol (3.3). 
 
4.          Geräte: 
4.1.        Übliche Ausrüstung zur Dünnschichtchrom atographie. 
4.2.        Doppeltrogkammer, Gesamtmaße ungefähr 8 0 x 230 x 240 mm. 
4.3.        Chromatographiepapier: Whatman oder gle ichwertiges. 
4.4.        UV-Lampe, Wellenlänge 254 nm. 
 

5.          Durchführung 
5.1.        Vorbereitung der Probe 
            1,0 g der zu untersuchenden Probe wird in einen 
            10-ml-Meßkolben eingewogen. Nach Zusatz  von 3 ml 
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            Chloroform (3.2) wird bis zur gleichmäß igen Verteilung 
            der Probe geschüttelt. Die Mischung wir d mit Ethanol 
            (3.3) bis zur Marke aufgefüllt und kräf tig geschüttelt, 
            bis sich eine klare oder nahezu klare L ösung ergibt. 
5.2.        Dünnschichtchromatographie 
5.2.1.      Die Doppeltrogkammer (4.2) wird mit n-P entan (3.4) wie 
            folgt gesättigt: Die Kammerwand des hin teren Troges wird 
            mit Chromatographiepapier (4.3) ausgele gt, wobei der 
            untere Rand des Papiers in den Trog hin einreicht. 25 ml 
            n-Pentan (3.4) werden durch Gießen über  die sichtbare 
            Oberfläche des Chromatographiepapiers i n den hinteren 
            Trog eingefüllt. Anschließend wird die Kammer sofort mit 
            dem Deckel verschlossen und 15 Minuten stehengelassen. 
5.2.2.      10 myl der Probelösung (5.1) und 10 myl  
            Benzylalkohol-Standardlösung (3.6) werd en auf die 
            Dünnschichtplatte an geeigneten Punkten  entlang der 
            Startlinie aufgetragen. 
5.2.3.      In den vorderen Trog der Kammer werden 10 ml Fließmittel 
            (3.5) pipettiert und anschließend sofor t die 
            Dünnschichtplatte (5.2.2) in denselben Trog 
            hineingestellt. Der Kammerdeckel wird s ofort wieder 
            aufgesetzt und die Dünnschichtplatte bi s zu einer Höhe 
            von 150 mm entwickelt. Die Dünnschichtp latte wird der 
            Kammer entnommen und bei Raumtemperatur  aufbewahrt, bis 
            das Fließmittel verdunstet ist. 
5.2.4.      Die Dünnschichtplatte (5.2.3) wird im u ltravioletten 
            Licht der Wellenlänge 254 nm betrachtet ; die violetten 
            Flecke werden markiert. Anschließend wi rd die 
            Dünnschichtplatte mit dem Sprühreagenz (3.8) besprüht und 
            danach ungefähr 15 Minunten (Anm.: rich tig: Minuten) lang 
            bei 120 Grad C erhitzt. Benzylalkohol e rscheint als 
            dunkelblauer Fleck. 
5.2.5.      Der R tief f-Wert des Benzylalkohol-Sta ndards wird 
            berechnet. Das Chromatogramm zeigt bei Vorhandensein von 
            Benzylalkohol in der Probelösung einen dunkelblauen Fleck 
            mit dem R tief f-Wert und der Farbe des  Fleckes der 
            Benzylalkohol-Standardlösung. 
            Nachweisgrenze: 0,1 myg 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 Geh alt an 
            Benzylalkohol wird in Massenprozent (% m/m) ausgedrückt. 
 
3.          Kurzbeschreibung 
            Die Probe wird mit Methanol extrahiert und der Gehalt an 
            Benzylalkohol im Extrakt durch 
            Hochleistungsflüssigkeitschromatographi e (HPLC) bestimmt. 
 
4.          Reagenzien 
            Alle Reagenzien müssen analysenrein und , wo erforderlich, 
            für die HPLC geeignet sein. 
4.1.        Methanol. 
4.2.        4-Ethoxyphenol. 
4.3.        Benzylalkohol. 
4.4.        Fließmittel (Mobile Phase): Methanol (4 .1)/Wasser 
            (45 : 55; v/v). 
4.5.        Benzylalkohol-Stammlösung: Ungefähr 0,1  g Benzylalkohol 
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            (4.3) wird genau in einen 100-ml-Meßkol ben eingewogen, 
            mit Methanol (4.1) gelöst, zur Marke au fgefüllt und 
            gemischt. 
4.6.        Stammlösung des inneren Standards: Unge fähr 0,1 g 
            4-Ethoxyphenol (4.2) wird genau in eine n 
            100-ml-Meßkolben eingewogen, mit Methan ol (4.1) gelöst, 
            bis zur Marke aufgefüllt und gemischt. 
4.7.        Standardlösungen: Gemäß nachstehender T abelle werden die 
            entsprechenden Volumina der Benzylalkoh ol-Stammlösung 
            (4.5) und der Stammlösung des inneren S tandards (4.6) in 
            eine Serie von 25-ml-Meßkolben einpipet tiert und mit 
            Methanol (4.1) bis zur Marke aufgefüllt  und gemischt. 
            --------------------------------------- ------------------ 
                             Benzylalkohol         4-Ethoxyphenol 
             Standard- ---------------------------- ------------------ 
              lösung      (4.5)                  (4 .6) 
                          (ml)    myg/ml (*)     (m l)    myg/ml (*) 
            --------------------------------------- ------------------ 
                I         0,5         20          2 ,0        80 
               II         1,0         40          2 ,0        80 
               III        2,0         80          2 ,0        80 
               IV         3,0        120          2 ,0        80 
                V         5,0        200          2 ,0        80 
            --------------------------------------- ------------------ 
            (*) Diese Werte sind richtungsweisend u nd entsprechen den 
                Konzentrationen in den bereiteten S tandardlösungen, 
                wenn Lösungen von Benzylalkohol (4. 5) und 
                4-Ethoxyphenol (4.6) verwendet werd en, die genau 0,1% 
                (m/v) Benzylalkohol bzw. genau 0,1%  (m/v) 
                4-Ethoxyphenol enthalten. 
            --------------------------------------- ------------------ 
 
5.          Geräte 
5.1.        Normale Laborausstattung. 
5.2.        Hochleistungsflüssigkeitschromatograph (HPLC) mit 
            Ultra-violett-Detektor mit variabler We llenlänge und mit 
            10 myl Probenschleife. 
5.3.        Analytische Trennsäule: 
            Material: Edelstahl, 
            Länge: 25 cm, 
            Innendurchmesser: 4,6 mm, 
            Aktiver Festkörper: 5 mym Spherisorb OD S oder 
                                gleichwertiges Erze ugnis. 
5.4.        Wasserbad. 
5.5         Ultraschallbad. 
5.6.        Zentrifuge. 
5.7.        Zentrifugengläser mit 15 ml Fassungsver mögen. 
 

6.          Durchführung 
6.1.        Vorbereitung der Probe 
6.1.1.      Ungefähr 0,1 g (m Gramm) der Probe wird  genau in ein 
            Zentrifugenglas (5.7) eingewogen und mi t 5 ml Methanol 
            (4.1) versetzt. 
6.1.2.      Die Mischung wird 10 Minuten im 50 Grad  C warmen 
            Wasserbad (5.4) erwärmt und anschließen d in ein 
            Ultraschallbad (5.5) bis zur homogenen Verteilung 
            gestellt. 
6.1.3.      Nach dem Abkühlen wird die Mischung 5 M inuten bei 
            3 500 U/min zentrifugiert. 
6.1.4.      Die überstehende Flüssigkeit wird in ei nen 
            25-ml-Meßkolben übergeführt. 
6.1.5.      Der Rückstand wird mit weiteren 5 ml Me thanol (4.1) 
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            extrahiert. Die Extrakte werden im 25-m l-Meßkolben 
            vereinigt. 
6.1.6.      Nach Zusatz von 2,0 ml Stammlösung des inneren Standards 
            (4.6) mittels Pipette wird mit Methanol  (4.1) zur Marke 
            aufgefüllt und gemischt. Diese Lösung w ird, wie im 
            Abschnitt 6.4 beschrieben, chromatograp hiert. 
6.2.        Bedingungen für die Chromatographie 
6.2.1.      Volumenstrom der mobilen Phase: 2 ml/mi n. 
6.2.2.      Detektionswellenlänge: 210 nm. 
6.3.        Eichung 
6.3.1.      10 myl jeder der fünf Benzylalkohol-Sta ndardlösungen 
            (4.7) werden chromatographiert und die Peakflächen des 
            Benzylalkohols und des 4-Ethoxyphenols gemessen. 
6.3.2.      Für jede Konzentration der Benzylalkoho l-Standardlösungen 
            (4.7) wird das Verhältnis zwischen der Peakfläche des 
            Benzylalkohols und der Peakfläche des 4 -Ethoxyphenols 
            ermittelt. Es wird eine Eichkurve gezei chnet, indem die 
            Peakflächenverhältnisse als Ordinate un d die 
            entsprechenden Konzentrationen des Benz ylalkohols in 
            Mikrogramm je Milliliter als Abszisse a ufgetragen werden. 
6.4.        Bestimmung 
6.4.1.      10 myl der Probelösung (6.1.6) werden c hromatographiert, 
            die Peakflächen des Benzylalkohols und des 
            4-Ethoxyphenols gemessen und das Peakfl ächenverhältnis 
            von Benzylalkohol zu 4-Ethoxyphenol erm ittelt. Die 
            Wiederholbarkeit des Meßsignals wird du rch wiederholtes 
            Chromatographieren überprüft. 
6.4.2.      Aus der Eichkurve (6.3.2) wird die Konz entration des 
            Benzylalkohols abgelesen, die dem Peakf lächenverhältnis 
            von Benzylalkohol zu 4-Ethoxyphenol ent spricht. 
 
7.          Berechnung 
            Der Benzylalkoholgehalt in Massenprozen t (m/m) der 
            Probe wird nach folgender Formel berech net: 
                                                  c  
                       % (m/m) Benzylalkohol = ---- --- 
                                               400 x m 
            m = Einwaage der untersuchten Probe im Gramm (6.1.1), 
            c = aus der Eichkurve abgelesene Konzen tration an 
                Benzylalkohol der Probelösung (6.1. 6) in Mikrogramm 
                je Milliliter. 
 
8.          Wiederholbarkeit (1) 
            Bei einem Benzylalkoholgehalt von 1% (m /m) dürfen die 
            Ergebnisse zweier an derselben Probe pa rallel 
            durchgeführter Bestimmungen um nicht me hr als 0,10% (m/m) 
            voneinander abweichen. 
 
--------------------------------------------------- ------------------ 
(1) ISO 5725. 
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                                                          Anlage 34 
                                                        ------------- 
 

NACHWEIS VON ZIRKONIUM UND BESTIMMUNG VON ZIRKONIUM, ALUMINIUM UND 

CHLOR IN NICHTAEROSOLFÖRMIGEN ANTITRANSPIRANTIEN 
 

  Die Methode umfaßt fünf Schritte: 

  A. Nachweis von Zirkonium, 

  B. Bestimmung von Zirkonium, 

  C. Bestimmung von Aluminium, 

  D. Bestimmung von Chlor, 

  E. Berechnung des Verhältnisses von Aluminiumatomen zu Zirkoniumatomen sowie von Aluminium- und 
Zirkoniumatomen zu Chloratomen. 
 

A. Nachweis von Zirkonium 
 
1.          Zweck und Anwendungsbereich 
            Diese Methode eignet sich zum Nachweis von Zirkonium in 
            nichtaerosolförmigen Antitranspirantien . Es werden keine 
            Methoden beschrieben, die für den Nachw eis des 
            Aluminium-Zirkonium-Chlorid-Hydroxid-Ko mplexes 
            (Al tief x ZR(OH) tief y Cl tief z.nH t ief 2 O) geeignet 
            sind. 
 
2.          Kurzbeschreibung 
            Zirkonium wird durch den charakteristis chen rot-violetten 
            Niederschlag nachgewiesen, der mit Aliz arinrot S unter 
            stark sauren Bedingungen entsteht. 
 
3.          Reagenzien 
            Alle Reagenzien müssen analysenrein sei n. 
3.1.        Salzsäure, konzentriert (d tief 20 = 1, 18 g/ml). 
3.2.        Alizarinrot-S-Lösung (Cl. 58005): 2%ige s (m/v) wäßriges 
            Natrium-Alizarinsulphonat. 
 
4.          Geräte 
4.1.        Normale Laborausstattung. 
 

5.          Arbeitsvorschrift 
5.1.        In einem Reagenzglas werden zu ca. 1 g Probe 2 ml Wasser 
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            gegeben. Das Reagenzglas wird verschlos sen und 
            geschüttelt. 
5.2.        Es werden 3 Tropfen Alizarinrot-S-Lösun g (3.2) und dann 
            2 ml konzentrierte Salzsäure (3.1) zuge geben. Das 
            Reagenzglas wird verschlossen und gesch üttelt. 
5.3.        Das Reagenzglas wird etwa 2 Minuten ste hengelassen. 
5.4.        Eine Lösung und ein Niederschlag von ro tvioletter Farbe 
            zeigen das Vorhandensein von Zirkonium.  
 
                       B. Bestimmung von Zirkonium 
 
1.          Zweck und Anwendungsbereich 
            Diese Methode eignet sich zur Bestimmun g von Zirkonium in 
            Aluminium-Zirkonium-Chlorid-Hydroxid-Ko mplexen bis zu 
            einer Höchstkonzentration von 7,5% (m/m ) Zirkonium in 
            nichtaerosolförmigen Antitranspirantien . 
 
2.          Kurzbeschreibung 
            Zirkonium wird unter sauren Bedingungen  aus dem Produkt 
            extrahiert und durch Atomabsorptionsspe ktroskopie 
            bestimmt. 
 
3.          Reagenzien 
            Alle Reagenzien müssen analysenrein sei n. 
3.1.        Salzsäure, konzentriert (d tief 20 = 1, 18 g/ml). 
3.2.        Salzsäurelösung, 10% (v/v): zu 500 ml W asser werden in 
            einem Becherglas unter ständigem Rühren  100 ml 
            konzentrierte Salzsäure (3.1) gegeben. Diese Lösung wird 
            in einen 1-l-Meßkolben geschüttet und b is zur Marke mit 
            Wasser aufgefüllt. 
3.3.        Zirkonium-Maßlösung, 1 000 myg/ml in 0, 5 M 
            Salzsäurelösung („SpektrosoL'' oder gle ichwertiges). 
3.4.        Aluminiumchlorid-Reagenz (hydriert) (Al Cl tief 3.6H 
            tief 2 O): 22,6 g Aluminiumchloridhexah ydrat werden in 
            250 ml 10%iger (v/v) Salzsäurelösung (3 .2) gelöst. 
3.5.        Ammoniumchloridreagenz: 5,0 g Ammoniumc hlorid werden in 
            250 ml 10%iger (v/v) Salzsäurelösung (3 .2) gelöst. 
 
4.          Geräte 
4.1.        Normale Laborausstattung. 
4.2.        Heizplatte mit Magnetrührer. 
4.3.        Filterpapier (Whatman Nr. 41 oder gleic hwertiges). 
4.4.        Atomabsorptionsspektrometer mit 
            Zirkonium-Hohlkathodenlampe. 
 
5.          Arbeitsvorschrift 
5.1.        Vorbereitung der Probe 
5.1.1.      Ungefähr 1,0 g (m Gramm) einer homogene n Probe des 
            Produkts werden in ein 150-ml-Bechergla s sorgfältig 
            eingewogen. Man fügt 40 ml Wasser und 1 0 ml konzentrierte 
            Salzsäure (3.1) hinzu. 
5.1.2.      Das Becherglas wird auf eine Heizplatte  mit Magnetrührer 
            (4.2) gestellt. Der Inhalt wird unter R ühren zum Kochen 
            gebracht. Um rasches Verdunsten zu verh indern, wird das 
            Becherglas mit einem Uhrglas abgedeckt.  Nach 5minütigem 
            Kochen wird das Becherglas von der Heiz platte genommen 
            und auf Raumtemperatur abgekühlt. 
5.1.3.      Mit Hilfe des Filterpapiers (4.3) wird der Inhalt des 
            Becherglases in einen 100-ml-Meßkolben filtriert. Das 
            Becherglas wird zweimal mit je 10 ml Wa sser gespült, und 
            das Spülwasser wird nach Filtration in den Meßkolben 
            gegeben. Der Meßkolben wird bis zur Mar ke mit Wasser 
            aufgefüllt und der Inhalt vermischt. Di ese Lösung wird 
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            auch für die Aluminiumbestimmung verwen det (Teil C). 
5.1.4.      In einen 50-ml-Meßkolben werden 20,00 m l der Probenlösung 
            (5.1.3), 5,00 ml Aluminiumchloridreagen z (3.4) und 
            5,00 ml Ammoniumchloridreagenz (3.5) pi pettiert. Die 
            Lösung wird mit 10%iger (v/v) Salzsäure lösung (3.2) bis 
            zur Marke aufgefüllt und vermischt. 
5.2.        Bedingungen für die Atomabsorptionsspek troskopie 
            Flamme: Distickstoffoxid/Acetylen, 
            Wellenlänge: 360,1 nm, 
            Untergrundkorrektur: nein, 
            Brennstoff: reich; für maximale Absorpt ion müssen 
                        Brennerhöhe und Brennstoff optimiert werden. 
5.3.        Eichung 
5.3.1.      Von der Zirkonium-Maßlösung (3.3) werde n 5,00, 10,00, 
            15,00, 20,00 und 25,00 ml in eine Reihe  von 
            50-ml-Meßkolben pipettiert. In jeden Me ßkolben werden 
            5,00 ml Aluminiumchloridreagenz (3.4) u nd 5,00 ml 
            Ammoniumchloridreagenz (3.5) pipettiert . Die Lösungen 
            werden mit 10%iger (v/v) Salzsäurelösun g (3.2) zur Marke 
            aufgefüllt und vermischt. Sie enthalten  100, 200, 300, 
            400 bzw. 500 myg Zirkonium je Millilite r. 
            Auf die gleiche Weise wird eine Blindlö sung ohne 
            Zirkonium-Maßlösung zubereitet. 
5.3.2.      Die Absorption der Blindlösung (5.3.1) wird gemessen und 
            der erhaltene Wert als Nullpunkt der 
            Zirkoniumkonzentration für die Eichkurv e gesetzt. Die 
            Absorption jeder Zirkonium-Eichlösung ( 5.3.1) wird 
            gemessen. Man zeichnet eine Eichkurve, die den 
            Zusammenhang zwischen Absorptionswerten  und 
            Zirkoniumkonzentration aufzeigt. 
5.4.        Bestimmung 
            Die Absorption der Probenlösung (5.1.4)  wird gemessen. 
            Aus der Eichkurve liest man die zugehör ige 
            Zirkoniumkonzentration ab. 
            Berechnung 
            Der Zirkoniumgehalt der Probe in Massen prozent wird nach 
            folgender Formel berechnet: 
                                                  c  
                           % (m/m) Zirkonium = ---- -- 
                                               40 x  m 
            Dabei ist: 
            m = Masse der zu analysierenden Probe ( 5.1.1) in Gramm; 
                und 
            c = die aus der Eichkurve abgelesene 
                Zirkoniumkonzentration in der Probe nlösung (5.1.4) in 
                Mikrogramm je Milliliter. 
 
7.          Wiederholbarkeit (1) 
            Bei einem Zirkoniumgehalt von 3,00% (m/ m) dürfen die 
            Ergebnisse zweier parallel laufender Be stimmungen an 
            derselben Probe nicht mehr als 0,10% (m /m) voneinander 
            abweichen. 
 
--------------------------------------------------- ------------------ 
(1) ISO 5725. 
 
8.          Anmerkungen 
            Statt der Atomabsorptionsspektroskopie kann auch eine 
            ICP-Emissionsspektroskopie durchgeführt  werden. 
 
                        C. Bestimmung von Aluminium  
 
1.          Zweck und Anwendungsbereich 
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            Diese Methode eignet sich zur Bestimmun g von Aluminium in 
            Aluminium-Zirkonium-Chlorid-Hydroxid-Ko mplexen bis zu 
            einer Höchstkonzentration von 12% (m/m)  Aluminium in 
            nichtaerosolförmigen Antitranspirantien . 
 
2.          Kurzbeschreibung 
            Aluminium wird unter sauren Bedingungen  aus dem Produkt 
            extrahiert und mit Hilfe der Atomabsorp tionsspektroskopie 
            bestimmt. 
 
3.          Reagenzien 
            Alle Reagenzien müssen analysenrein sei n. 
3.1.        Salzsäure, konzentriert (d tief 20 = 1, 18 g/ml). 
3.2.        Salzsäurelösung 1% (v/v): zu 500 ml Was ser werden in 
            einem Becherglas unter ständigem Rühren  10 ml 
            konzentrierte Salzsäure (3.1) gegeben. Die Lösung wird in 
            einen 1-l-Meßkolben geschüttet und bis zur Marke mit 
            Wasser aufgefüllt. 
3.3.        Aluminium-Maßlösung, 1 000 myg/ml in 0, 5 M 
            Salpetersäurelösung („SpektrosoL'' oder  gleichwertiges). 
3.4.        Kaliumchloridreagenz: 10,0 g Kaliumchlo rid werden in 
            250 ml 1%iger (v/v) Salzsäurelösung (3. 2) gelöst. 
 
4.          Geräte 
4.1.        Normale Laborausstattung. 
4.2.        Atomabsorptionsspektrometer mit 
            Aluminium-Hohlkathodenlampe. 
 
5.          Arbeitsvorschrift 
5.1.        Vorbereitung der Probe 
            Zur Bestimmung des Aluminiumgehalts wir d die gemäß 
            B 5.1.3 zubereitete Lösung verwendet. 
5.1.1.      In einen 100-ml-Meßkolben werden 5,00 m l der Probenlösung 
            (B 5.1.3) und 10,00 ml Kaliumchloridrea genz (3.4) 
            pipettiert. Die Lösung wird mit 1%iger (v/v) 
            Salzsäurelösung (3.2) bis zur Marke auf gefüllt und 
            vermischt. 
5.2.        Bedingungen für die Atomabsorptionsspek troskopie 
            Flamme: Distickstoffoxid/Acetylen, 
            Wellenlänge: 309,3 nm 
            Untergundkorrektur: nein, 
            Brennstoff: reich; für maximale Absorpt ion müssen 
                        Brennerhöhe und Brennstoff optimiert werden. 
5.3.        Eichung 
5.3.1.      Von der Aluminium-Maßlösung (3.3) werde n 1,00, 2,00, 
            3,00, 4,00 und 5,00 ml in eine Reihe vo n 100-ml-Meßkolben 
            pipettiert. In jeden Meßkolben werden 1 0,00 ml 
            Kaliumchloridreagenz (3.4) pipettiert. Die Lösungen 
            werden mit 1%iger (v/v) Salzsäurelösung  (3.2) zur Marke 
            aufgefüllt und vermischt. Sie enthalten  10, 20, 30, 40 
            und 50 myg Aluminium je Milliliter. 
            Auf die gleiche Weise wird eine Blindlö sung ohne 
            Aluminium-Maßlösung zubereitet. 
5.3.2.      Die Absorption der Blindlösung (5.3.1) wird gemessen und 
            der erhaltene Wert als Nullpunkt der 
            Aluminiumkonzentration für die Eichkurv e gesetzt. Die 
            Absorption jeder Aluminiumeichlösung wi rd gemessen. Man 
            zeichnet eine Eichkurve, die den Zusamm enhang zwischen 
            Absorptionswerten und Aluminiumkonzentr ation aufzeigt. 
5.4.        Bestimmung 
            Die Absorption der Probenlösung (5.1.1)  wird gemessen. 
            Aus der Eichkurve liest man die zugehör ige 
            Aluminiumkonzentration ab. 
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6.          Berechnung 
            Der Aluminiumgehalt der Probe in Massen prozent wird nach 
            folgender Formel berechnet: 
                                                   c 
                             % (m/m) Aluminium = -- --- 
                                                 5 x m 
            Dabei ist: 
            m = Masse der zu analysierenden Probe ( B. 5.1.1) in 
                Gramm; und 
            c = die aus der Eichkurve abgelesene 
                Aluminiumkonzentration in der Probe nlösung (5.1.1) in 
                Mikrogramm je Milliliter. 
 
7.          Wiederholbarkeit (1) 
            Bei einem Aluminiumgehalt von 3,5% (m/m ) dürfen die 
            Ergebnisse zweier parellel laufender Be stimmungen an 
            derselben Probe nicht mehr als 0,10% (m /m) voneinander 
            abweichen. 
 
--------------------------------------------------- ------------------ 
(1) ISO 5725. 
 
8.          Anmerkungen 
            Statt der Atomabsorptionsspektroskopie kann auch eine 
            ICP-Emissionsspektroskopie durchgeführt  werden. 
 
                        D. Bestimmung von Chlor 
 
1.          Zweck und Anwendungsbereich 
            Diese Methode eignet sich zur Bestimmun g von Chlor, das 
            als Chlorid-Ion in 
            Aluminium-Zirkonium-Chlorid-Hydroxid-Ko mplexen in 
            nichtaerosolförmigen Antitranspirantien  vorliegt. 
 
2.          Kurzbeschreibung 
            Der Chloridgehalt im Produkt wird durch  potentiometrische 
            Titration mit Hilfe von Silbernitrat-Ma ßlösung bestimmt. 
 
3.          Reagenzien 
            Alle Reagenzien müssen analysenrein sei n. 
3.1.        Salpetersäure, konzentriert (d tief 20 = 1,42 g/ml). 
3.2.        Salpetersäurelösung, 5% (v/v): zu 250 m l Wasser werden in 
            einem Becherglas unter ständigem Rühren  25 ml 
            konzentrierte Salpetersäure (3.1) gegeb en. Die Lösung 
            wird in einen 500-ml-Meßkolben geschütt et und bis zur 
            Marke mit Wasser aufgefüllt. 
3.3.        Aceton. 
3.4.        Silbernitrat, 0,1 M Maßlösung („AnalaR' ' oder 
            gleichwertiges). 
 
4.          Geräte 
4.1.        Normale Laborausstattung. 
4.2.        Heizplatte mit Magnetrührer. 
4.3.        Silberelektrode. 
4.4.        Calomel-Bezugselektrode. 
4.5.        pH/Millivoltmeter, das für potentiometr ische Titration 
            geeignet ist. 
 
5.          Arbeitsvorschrift 
5.1.        Vorbereitung der Probe 
5.1.1.      Ungefähr 1,0 g (m Gramm) einer homogene n Probe des 
            Produkts werden in ein 250-ml-Bechergla s sorgfältig 
            eingewogen. Man fügt 80 ml Wasser und 2 0 ml 5%ige (v/v) 
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            Salpetersäurelösung (3.2) hinzu. 
5.1.2.      Das Becherglas wird auf eine Heizplatte  mit Magnetführer 
            (4.2) gestellt. Der Inhalt wird unter R ühren zum Kochen 
            gebracht. Um schnelles Austrocknen zu v erhindern, wird 
            das Becherglas mit einem Uhrglas abgede ckt. Nach 
            5minütigem Kochen wird das Becherglas v on der Heizplatte 
            genommen und auf Raumtemperatur abgeküh lt. 
5.1.3.      Man fügt 10 ml Aceton (3.3) hinzu, tauc ht die Elektroden 
            (4.3 und 4.4) in die Lösung und beginnt  zu rühren. Man 
            titriert potentiometrisch mit 0,1 M Sil bernitratlösung 
            (3.4) und zeichnet eine Differentialkur ve zur Bestimmung 
            des Endpunkts (V ml). 
 
6.          Berechnung 
            Der Chlorgehalt der Probe in Massenproz ent wird nach 
            folgender Formel berechnet: 
                                       0,3545 x V 
                       % (m/m) Chlor = ---------- 
                                            m 
            Dabei ist: 
            m = Masse der zu analysierenden Probe ( 5.1.1) in Gramm; 
                und 
            V = Volumen des bis zum Endpunkt der Ti tration (5.1.3) 
                verbrauchten 0,1 M Silbernitrats in  Milliliter. 
            Wiederholbarkeit (1) 
            Bei einem Chlorgehalt von 4% (m/m) dürf en die Ergebnisse 
            zweier parallel laufender Bestimmungen an derselben Probe 
            nicht mehr als 0,10% (m/m) voneinander abweichen. 
 
--------------------------------------------------- ------------------ 
(1) ISO 5725. 
 
            E. Berechnung des Verhältnisses von Alu miniumatomen zu 
                  Zirkoniumatomen sowie von Alumini um- und 
                      Zirkoniumatomen zu Chloratome n 
 
1.          Berechnung des Verhältnisses von Alumin iumatomen zu 
            Zirkoniumatomen 
            Das Al: Zr-Verhältnis wird nach folgend er Formel 
                    berechnet: 
                                        Al % (m/m) x 91,22 
                    Al: Zr-Verhältnis = ----------- ------- 
                                        Zr % (m/m) x 26,98 
 
2.          Berechnung des Verhältnisses von Alumin ium- und 
            Zirkoniumatomen zu Chloratomen 
            Das (Al + Zr): Cl-Verhältnis wird nach folgender Formel 
                           berechnet: 
                               Al % (m/m)   Zr % (m /m) 
                               ---------- + ------- --- 
                                  26,98        91,2 2 
    (Al + Zr): Cl-Verhältnis = -------------------- --- 
                                      Cl % (m/m) 
                                      ---------- 
                                         35,45 
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                                                          Anlage 35 
                                                        ------------- 
 
         NACHWEIS UND BESTIMMUNG VON HEXAMIDEN, DIB ROMHEXAMIDIN, 
                   DIBROMPROPAMIDIN UND CHLORHEXIDI N 
 
1.          Zweck und Anwendungsbereich 
            Diese Methode beschreibt ein Verfahren zum Nachweis und 
            zur Bestimmung von 
            - Hexamidin und dessen Salzen einschlie ßlich Isethionat 
              und p-Hydroxybenzoat, 
            - Dibromhexamidin und dessen Salzen ein schließlich 
              Isethionat, 
            - Dibrompropamidin und dessen Salzen ei nschließlich 
              Isethionat, 
            - Chlorhexidindiacetat, -digluconat und  -dihydrochlorid 
            in kosmetischen Erzeugnissen. 
 
2.          Definition 
            Der nach diesem Verfahren ermittelte Ge halt an Hexamidin, 
            Dibromhexamidin, Dibrompropamidin und C hlorhexidin wird 
            in Massenprozent (% m/m) des Erzeugniss es angegeben. 
 
3.          Kurzbeschreibung 
            Die qualitative und quantitative Bestim mung erfolgt mit 
            Hilfe der Ionenpaar-HPLC mit reverser P hase und 
            nachfolgender UV-Spektrophotometrie. He xamidin, 
            Dibromhexamidin, Dibrompropamidin und C hlorhexidin werden 
            über ihre Retentionszeit nachgewiesen. 
 
4.          Reagenzien 
            Alle Reagenzien müssen analysenrein und , wo erforderlich, 
            für die HPLC geeignet sein. 
4.1.        Methanol. 
4.2.        Natriumsalz der 1-Heptansulfonsäure, Mo nohydrat. 
4.3.        Essigsäure (Eisessig, d tief 20 = 1,05 g/ml). 
4.4.        Natriumchlorid. 
4.5.        Fließmittel (Mobile Phase). 
4.5.1.      Eluent I: 0,005 M Lösung des Natriumsal zes der 
            1-Heptansulfonsäure (4.2) in Methanol ( 4.1), mit 
            Essigsäure (4.3) auf einen scheinbaren pH-Wert von 3,5 
            eingestellt. 
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4.5.2.      Eluent II: 0,005 M wäßrige Lösung des N atriumsalzes der 
            1-Heptansulfonsäure (4.2), mit Essigsäu re (4.3) auf einen 
            pH-Wert von 3,5 eingestellt. 
            Bemerkung: Die Eluenten I und II können  
                       erforderlichenfalls zur Verb esserung der 
                       Peakform modifiziert und wie  folgt hergestellt 
                       werden: 
                       - Eluent I: 5,84 g Natriumch lorid (4.4) und 
                         1,1013 g des Natriumsalzes  der 
                         1-Heptansulfonsäure (4.2) werden in 100 ml 
                         Wasser gelöst. Nach Zusatz  von 900 ml 
                         Methanol (4.1) wird die Mi schung mit 
                         Essigsäure (4.3) auf einen  scheinbaren 
                         pH-Wert von 3,5 eingestell t. 
                       - Eluent II: 5,84 g Natriumc hlorid (4.4) und 
                         1,1013 g des Natriumsalzes  der 
                         1-Heptansulfonsäure (4.2) werden in 1 Liter 
                         Wasser gelöst und mit Essi gsäure (4.3) auf 
                         einen pH-Wert von 3,5 eing estellt. 
4.6.        Hexamidindiisethionat (C tief 20 H tief  26 N tief 4 O 
            tief 2.2C tief 2 H tief 6 O tief 4 S). 
4.7.        Dibromhexamidindiisethionat (C tief 20 H tief 24 Br 
            tief 2 N tief 4 O tief 2.2C tief 2 H ti ef 6 O tief 4 S). 
4.8.        Dibrompropamidindiisethionat (C tief 17  H tief 18 Br 
            tief 2 N tief 4 O tief 2.2C tief 2 H ti ef 6 O tief 4 S). 
4.9.        Chlorhexidindiacetat (C tief 22 H tief 30 Cl tief 2 N 
            tief 10.2C tief 2 H tief 4 O tief 2). 
4.10.       Referenzlösungen: 0,05%ige (m/v) Lösung en von jedem der 
            vier Konservierungsmittel (4.6 bis 4.9)  in Eluent I 
            (4.5.1). 
4.11.       3,4,4'-Trichlor-carbanilid (Triclocarba n). 
4.12.       4,4'-Dichlor-3-trifluormethyl-carbanili d (Halocarban). 
 

5.          Geräte 
5.1.        Normale Laborausstattung. 
5.2.        Hochleistungsflüssigkeitschromatograph mit UV-Detektor 
            mit variabler Wellenlänge. 
5.3.        Analytische Trennsäule. 
            Material: Edelstahl, 
            Länge: 30 cm, 
            Innendurchmesser: 4 mm, 
            Aktiver Festkörper: my-Bondapak C tief 18, 10 mym, oder 
            gleichwertiges Erzeugnis. 
5.4.        Ultraschallbad. 
 

6.          Nachweis 
6.1.        Vorbereitung der Probe 
            Ungefähr 0,5 g Probe werden in einen 10 -ml-Meßkolben 
            eingewogen und mit Eluent I (4.5.1) zur  Marke aufgefüllt. 
            Der Meßkolben wird 10 Minuten lang in e in Ultraschallbad 
            (5.4) gestellt. Die Mischung wird ansch ließend 
            zentrifugiert oder durch ein Faltenfilt er filtriert. Die 
            überstehende Flüssigkeit bzw. das Filtr at wird für den 
            Nachweis verwendet. 
6.2.        Chromatographie 
6.2.1.      Gradientenprogramm: 
            --------------------------------------- ------------------ 
                 Zeit            Eluent I             Eluent II 
              (Minuten)      (4.5.1) (% v/v)      ( 4.5.2) (% v/v) 
            --------------------------------------- ------------------ 
                  0                 50                   50 
                 15                 65                   35 
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                 30                 65                   35 
                 45                 50                   50 
            --------------------------------------- ------------------ 
6.2.2.      Volumenstrom der mobilen Phase (6.2.1):  1,5 ml/min, 
            Säulentemperatur: 35 Grad C. 
6.2.3.      Detektionswellenlänge: 264 nm. 
6.2.4.      10 myl jeder Referenzlösung (4.10) werd en injiziert und 
            die Chromatogramme aufgezeichnet. 
6.2.5.      10 myl der Probelösung (6.1) werden inj iziert und das 
            Chromatogramm aufgezeichnet. 
6.3.        Durch Vergleich der Retentionszeiten de r 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 
7.1.        Herstellung der Standardlösungen 
            Als innerer Standard wird eines der Kon servierungsmittel 
            (4.6 bis 4.9), das in der Probe nicht v orhanden ist, 
            verwendet. Ist dies nicht möglich, kann  Triclocarban 
            (4.11) oder Halocarban (4.12) verwendet  werden. 
7.1.1.      0,05%ige (m/v) Stammlösung des nach 6.3  identifizierten 
            Konservierungsmittels in Eluent I (4.5. 1). 
7.1.2.      0,05%ige (m/v) Stammlösung des als inne ren Standard 
            gewählten Konservierungsmittels in Elue nt I (4.5.1). 
7.1.3.      Gemäß nachstehender Tabelle werden für jedes 
            identifizierte Konservierungsmittel vie r Standardlösungen 
            hergestellt, indem die entsprechenden V olumina der 
            Stammlösung des identifizierten Konserv ierungsmittels 
            (7.1.1) und der Stammlösung des inneren  Standards (7.1.2) 
            in eine Serie von 10-ml-Meßkolben pipet tiert und mit 
            Eluent I (4.5.1) bis zur Marke aufgefül lt und gemischt 
            werden. 
            --------------------------------------- ------------------ 
                            Stammlösung           S tammlösung des 
                        des inneren Standards     i dentifizierten 
             Standard-                          Kon servierungsmittels 
              lösung   ---------------------------- ------------------ 
                              ml (7.1.2)       ml ( 7.1.1)  myg/ml (*) 
            --------------------------------------- ------------------ 
                I               1,0              0, 5           25 
               II               1,0              1, 0           50 
               III              1,0              1, 5           75 
               IV               1,0              2, 0          100 
            --------------------------------------- ------------------ 
            (*) Diese Werte sind richtungsweisend u nd entsprechen den 
                Konzentrationen in den bereiteten S tandardlösungen, 
                wenn Stammlösungen verwendet werden , die genau 0,05% 
                (m/v) des identifizierten Konservie rungsmittels 
                enthalten. 
            --------------------------------------- ------------------ 
7.2.        Vorbereitung der Probe 
7.2.1.      Ungefähr 0,5 g der Probe (p Gramm) werd en in einen 
            10-ml-Meßkolben genau eingewogen, mit 1 ,0 ml der Lösung 
            des inneren Standards (7.1.2) und 6 ml Eluent I (4.5.1) 
            versetzt und gemischt. 
7.2.2.      Die Mischung wird 10 Minuten in ein Ult raschallbad (5.4) 
            gestellt und nach dem Abkühlen mit dem Eluenten I (4.5.1) 
            zur Marke aufgefüllt und gemischt. Die Mischung wird 
            anschließend zentrifugiert oder durch e in Faltenfilter 
            filtriert. Die überstehende Flüssigkeit  bzw. das Filtrat 
            wird chromatographiert. 



  Bundesrecht 

www.ris.bka.gv.at  Seite 4 von 5 

7.3.        Chromatographie 
7.3.1.      Der Gradient und der Volumenstrom der m obilen Phase, die 
            Säulentemperatur und die Detektionswell enlänge werden 
            entsprechend den Bedingungen für den Na chweis (6.2.1 bis 
            6.2.3) eingestellt. 
7.3.2.      10 myl der Probelösung (7.2.2) werden c hromatographiert, 
            die Peakflächen gemessen und das Verhäl tnis zwischen der 
            Peakfläche des zu bestimmenden Konservi erungsmittels und 
            der Peakfläche des inneren Standards er mittelt. Die 
            Wiederholbarkeit des Meßsignals wird du rch wiederholtes 
            Chromatographieren überprüft. 
7.4.        Eichung 
7.4.1.      10 myl jeder der vier Standardlösungen (7.1.3) werden 
            chromatographiert und die Peakflächen g emessen. 
7.4.2.      Für jede Standardlösung (7.1.3) wird da s Verhältnis 
            zwischen der Peakfläche des Hexamidins,  des 
            Dibromhexamidins, des Dibrompropamidins  bzw. des 
            Chlorhexidins und der Peakfläche des in neren Standards 
            ermittelt. 
            Es wird eine Eichkurve gezeichnet, inde m die 
            Peakflächenverhältnisse als Ordinate un d die 
            entsprechenden Konzentrationen des zu b estimmenden 
            Konservierungsmittels in der Standardlö sung in Mikrogramm 
            je Milliliter als Abszisse aufgetragen werden. 
7.4.3.      Aus der Eichkurve (7.4.2) wird die Konz entration des zu 
            bestimmenden Konservierungsmittels abge lesen, die dem 
            nach 7.3.2 ermittelten Peakflächenverhä ltnis entspricht. 
 
8.          Berechnung 
            Der Gehalt an Hexamidin, Dibromhexamidi n, 
            Dibrompropamidin oder Chlorhexidin in M assenprozent 
            (% m/m) der Probe wird nach folgender F ormel berechnet: 
                                       c      MW ti ef 1 
                         % (m/m) = -------- x ----- ---- 
                                   1000 x p   MW ti ef 2 
            c         = aus der Eichkurve abgelesen e Konzentration 
                        des zu bestimmenden Konserv ierungsmittels der 
                        Probelösung in Mikrogramm j e Milliliter, 
            p         = Einwaage der untersuchten P robe in Gramm 
                        (7.2.1), 
            MW tief 1 = Molmasse der basischen Form  des zu 
                        bestimmenden Konservierungs mittels, 
            MW tief 2 = Molmasse des entsprechenden  Salzes (siehe 
                        Abschnitt 10). 
 
9.          Wiederholbarkeit (1) 
            Bei einem Gehalt an Hexamidin, Dibromhe xamidin, 
            Dibrompropamidin oder Chlorhexidin von 0,1% (m/m) dürfen 
            die Ergebnisse zweier an derselben Prob e parallel 
            durchgeführter Bestimmungen um nicht me hr als 0,005% 
            (m/m) voneinander abweichen. 
 
--------------------------------------------------- ------------------ 
(1) ISO 5725. 
 
10.         Molmassen 
            Hexamidin              C tief 20 H tief  26 N 
                                   tief 4 O tief 2             354,45 
            Hexamidindiisethionat  C tief 20 H tief  26 N 
                                   tief 4 O tief 2. 2C 
                                   tief 2 H tief 6 O tief 4 S  606,72 
            Hexamidin-bis          C tief 20 H tief  26 N 
            (p-hydroxybenzoat)     tief 4 O tief 2. 2C tief 7 
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                                   H tief 6 O tief 3           630,71 
            Dibromhexamidin        C tief 20 H tief  24 Br 
                                   tief 2 N tief 4 O tief 2    512,24 
            Dibromhexamidindi-     C tief 20 H tief  24 Br 
            isethionat             tief 2 N tief 4 O 
                                   tief 2.2C tief 2  H tief 6 
                                   O tief 4 S                  764,51 
            Dibrompropamidin       C tief 17 H tief  18 
                                   Br tief 2 N tief  4 
                                   O tief 2                    470,18 
            Dibrompropamidindi-    C tief 17 H tief  18 Br 
            isethionat             tief 2 N tief 4 O 
                                   tief 2.2C tief 2  H tief 6 
                                   O tief 4 S                  722,43 
            Chlorhexidin           C tief 22 H tief  30 Cl 
                                   tief 2 N tief 10             505,45 
            Chlorhexidindiacetat   C tief 22 H tief  30 Cl 
                                   tief 2 N tief 10 .2C 
                                   tief 2 H tief 4 O tief 2    625,56 
            Chlorhexidindi-        C tief 22 H tief  30 Cl 
            gluconat               tief 2 N tief 10 .2C 
                                   tief 6 H tief 12  O tief 7   897,76 
            Chlorhexidindihy-      C tief 22 H tief  30 Cl 
            drochlorid             tief 2 N tief 10 .2HCl       578,37 
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                                                          Anlage 36 
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NACHWEIS UND BESTIMMUNG VON BENZOESÄURE, 4-HYDROXYBENZOESÄURE, 

SORBINSÄURE, SALICYLSÄURE UND PROPIONSÄURE IN KOSMETISCHEN MITTELN 
 

 1. Zweck und Anwendungsbereich 

Diese Methode beschreibt ein Verfahren zum Nachweis und zur Bestimmung von Benzoesäure, 4-
Hydroxybenzoesäure, Sorbinsäure, Salicylsäure und Propionsäure in kosmetischen Mitteln. Die 
Methode gliedert sich in Verfahren 

 - zum Nachweis dieser Konservierungsstoffe, 

 - zur Bestimmung von Benzoesäure, 4-Hydroxybenzoesäure, Sorbinsäure und Salicylsäure, 

 - zur Bestimmung von Propionsäure. 
 

 2. Definition 

Der nach diesen Verfahren ermittelte Gehalt an Benzoesäure, 4-Hydroxybenzoesäure, Sorbinsäure, 
Salicylsäure und Propionsäure wird in Prozent (% m/m) an freier Säure angegeben. 

 
A.      NACHWEIS 
 
1.      Kurzbeschreibung 
        Im Anschluß an eine Säure/Base-Extraktion d er 
        Konservierungsstoffe wird der Extrakt mitte ls DC und 
        Reaktionschromatographie („On-plate-Derivat isierung'') 
        analysiert. In Abhängigkeit vom Ergebnis er folgt eine 
        Bestätigung des Nachweises durch HPLC oder,  im Fall von 
        Propionsäure, durch GC. 
 
2.      Reagenzien 
2.1.    Alle Reagenzien müssen analysenrein sein. W asser muß 
        destilliert sein oder zumindest gleichwerti ge Reinheit 
        aufweisen. 
2.2.    Aceton 
2.3.    Diethylether 
2.4.    Acetonitril 
2.5.    Toluen 
2.6.    n-Hexan 
2.7.    Flüssiges Paraffin 
2.8.    Salzsäure, 4 M 
2.9.    Kalilauge, 4 M 
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2.10.   Calciumchlorid, CaCl tief 2 . 2 H tief 2 O 
2.11.   Lithiumcarbonat, Li tief 2 CO tief 3 
2.12.   2-Brom-2'-acetonaphthon 
2.13.   4-Hydroxybenzoesäure 
2.14.   Salicylsäure 
2.15.   Benzoesäure 
2.16.   Sorbinsäure 
2.17.   Propionsäure 
2.18.   Vergleichslösungen 
        Jeweils 0,1%ige (m/V) Lösungen (100 mg/100 ml) der fünf 
        Konservierungsstoffe (2.13 bis 2.17) im Die thylether. 
2.19.   Derivatisierungsreagenz 
        0,5%ige (m/V) Lösung von 2-Brom-2'-acetonap hthon (2.12) in 
        Acetonitril (2.4). Die Lösung muß wöchentli ch frisch 
        hergestellt und im Kühlschrank aufbewahrt w erden. 
2.20.   Katalysator-Lösung 
        0,3%ige (m/V) Lösung von Lithiumcarbonat (2 .11) in Wasser 
        (300 mg/100 ml). Diese Lösung muß frisch he rgestellt werden. 
2.21.   Fließmittel 
        Toluen (2.5)/Aceton (2.2), 20 + 0,5 (V + V)  
2.22.   Tauch-Lösung 
        Flüssiges Paraffin (2.7)/n-Hexan (2.6), 1 +  2 (V + V) 
 
3.      Geräte 
        Normale Laborausstattung und 
3.1.    Wasserbad, auf 60 Grad C konstant einstellb ar 
3.2.    Chromatographiekammer 
3.3.    UV-Lampe, 254 und 366 nm 
3.4.    DC-Fertigplatten (200 mm x 200 mm) 
        Sorbensschicht: Kieselgel 60 ohne Fluoresze nzindikator 
        Schichtdicke: 0,25 mm mit Konzentrierungszo ne 25 mm x 200 mm 
        (Merck 11845 oder gleichwertiges Erzeugnis)  
3.5.    Mikroliterspritze, 10 myl 
3.6.    Mikroliterspritze, 25 myl 
3.7.    Trockenschrank, bis auf 105 Grad C konstant  einstellbar 
3.8.    Erlenmeyerkolben mit Schliffstopfen, 50 ml und 200 ml 
3.9.    Papierfilter, Durchmesser 90 mm (Schleicher  und Schüll, 
        Weißband Nr. 5892, oder gleichwertiges Erze ugnis) 
3.10.   Universal pH-Indikatorpapier, pH 1-11 
3.11.   Probenfläschchen, 5 ml 
3.12.   Rotationsverdampfer 
3.13.   Heizplatte 
 

4.      Durchführung 
4.1.    Vorbereitung der Probe 

Ungefähr 1,0 g der Probe wird in einen 50-ml-Erlenmeyerkolben (3.8) mit 4 Tropfen 4 M Salzsäure 
(2.8) und 40 ml Aceton (2.2) versetzt. 

Bei stark basischen Erzeugnissen, wie Feinseife, werden 20 Tropfen 4 M Salzsäure (2.8) hinzugefügt. 
Der mit Indikatorpapier (3.10) gemessene pH-Wert soll ungefähr 2 betragen. 

Der Erlenmeyerkolben wird verschlossen und eine Minute lang kräftig geschüttelt. Notfalls kann die 
Mischung vorsichtig bis auf 60 Grad C erwärmt werden, damit die Fettphase schmilzt und die 
Extraktion der Konservierungsstoffe in die Aceton-Phase erleichtert wird. 

Die Mischung wird auf Zimmertemperatur abgekühlt und durch ein Papierfilter (3.9) filtriert. 20 ml des 
Filtrats werden in einen 200-ml-Erlenmeyerkolben übergeführt, mit 20 ml Wasser versetzt und 
gemischt. Mit 4 M Kalilauge (2.9) wird der pH-Wert der Mischung gegen Idikatorpapier (3.10) auf 
ungefähr 10 eingestellt. 

Nach Zusatz von 1 g Calciumchlorid (2.10) wird die Mischung kräftig geschüttelt und danach durch ein 
Papierfilter (3.9) in einen 250-ml-Scheidetrichter, der 75 ml Diethylether (2.3) enthält, filtriert. Die 
Mischung wird eine Minute lang kräftig geschüttelt. Nach der Phasentrennung wird die wäßrige Phase 
in einen weiteren 250-ml-Scheidetrichter abgelassen und die Etherphase verworfen. Mit Hilfe von 
Indikatorpapier (3.10) wird der pH-Wert der wäßrigen Lösung mit 4 M Salzsäure (2.8) auf ungefähr 2 
eingestellt. Nach Zusatz von 10 ml Diethylether (2.3) wird die Mischung eine Minute lang kräftig 
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geschüttelt. Nach der Phasentrennung wird die Etherphase in einen Rotationsverdampfer (3.12) 
übergeführt und die wäßrige Phase verworfen. 

Die Etherphase wird fast zur Trockne eingedampft und der Rückstand in 1 ml Diethylether (2.3) 
aufgenommen. Diese Lösung wird in ein Probenfläschchen (3.11) übergeführt. 

4.2.    Dünnschichtchromatographie 

        Entsprechend der Anzahl der zu chromatographierenden Vergleichs- und Probelösungen werden auf die 
Startlinie in der Konzentrierungszone der Dünnschichtplatte in gleichen Abständen je 3 myl 
Lithiumcarbonatlösung (2.20) mit einer Mikroliterspritze (3.5) aufgetragen. Die Dünnschichtplatte wird im 
Kaltluftstrom getrocknet und anschließend auf eine 40 Grad C warme Heizplatte (3.13) gelegt, damit beim 
nachfolgenden Auftragen der Lösungen die Flecke möglichst klein bleiben. Mit einer Mikroliterspritze (3.5) 
werden von jeder Vergleichslösung (2.18) und von der Probelösung (4.1) jeweils 10 myl exakt auf die 
Startflecke des Lithiumcarbonats aufgetragen. Schließlich werden mit der Mikroliterspritze (3.6) exakt auf diese 
Startflecke jeweils etwa 15 myl Derivatisierungsreagenz (2.19) aufgetragen. Die Dünnschichtplatte wird im 
Trockenschrank (3.7) 45 Minuten lang bei 80 Grad C erwärmt. Nach dem Abkühlen wird die Dünnschichtplatte 
in die vorher für 15 Minuten mit dem Fließmittel (2.21) äquilibrierte Chromatographiekammer (3.2) (ohne 
Filterpapier) gestellt und bis zu einer Höhe von 15 cm entwickelt (Zeitdauer etwa 80 Minuten). 

        Die Dünnschichtplatte wird im Kaltluftstrom getrocknet und im UV-Licht (3.3) betrachtet. Die Fluoreszenz 
der schwachen Flecke kann durch Tauchen der Dünnschichtplatte in flüssiges Paraffin/n-Hexan (2.22) verstärkt 
werden. 
 

 5. Auswertung 

Der R tief f-Wert wird für jeden Fleck berechnet. Die für die Probelösung erhaltenen Flecke werden mit 
denen der Vergleichslösungen im Hinblick auf ihre R tief f-Werte und ihr Verhalten im UV-Licht 
verglichen. 

Im Ergebnis dieses Vergleichs wird eine vorläufige Schlußfolgerung gezogen, ob und welche 
Konservierungsstoffe vorliegen. 

Man führt die im folgenden Abschnitt B beschriebene HPLC oder, im Fall der Propionsäure, die im 
Abschnitt C beschriebene GC durch und vergleicht die Retentionszeiten der Probenpeaks mit denen der 
Vergleichslösungen. Der Nachweis der Konservierungsstoffe wird abschließend durch Kombination der 
Ergebnisse der DC und der HPLC bzw. GC geführt. 

 
B.      BESTIMMUNG VON BENZOESÄURE, 4-HYDROXYBENZOE SÄURE, SORBINSÄURE 
        UND SALICYLSÄURE 
 
1.      Kurzbeschreibung 

Nach dem Ansäuern wird die Probe mit einer Mischung aus Ethanol und Wasser extrahiert. Nach der 
Filtration wird der Gehalt an Konservierungsstoffen durch Hochleistungsflüssigkeitschromatographie 
(HPLC) bestimmt. 

 
2.      Reagenzien 
2.1.    Alle Reagenzien müssen analysenrein und, wo  erforderlich, für 
        die HPLC geeignet sein. Wasser muß destilli ert sein oder 
        zumindest gleichwertige Reinheit aufweisen.  
2.2.    Absolutes Ethanol 
2.3.    4-Hydroxybenzoesäure 
2.4.    Salicylsäure 
2.5.    Benzoesäure 
2.6.    Sorbinsäure 
2.7.    Natriumacetat, CH tief 3 COONa . 3H tief 2 O 
                      20 
2.8.    Essigsäure, d  4 = 1,05 g/ml 
2.9.    Acetonitril 
2.10.   Schwefelsäure, 2 M 
2.11.   Kalilauge, 0,2 M 
2.12.   2-Methoxybenzoesäure 
2.13.   Ethanol/Wasser-Mischung 
        9 Volumenteile Ethanol (2.2) werden mit 1 V olumenteil Wasser 
        (2.1) gemischt. 
2.14.   Lösung des inneren Standards 
        Ungefähr 1 g 2-Methoxybenzoesäure (2.12) wi rd in 500 ml 
        Ethanol/Wasser-Mischung (2.13) gelöst. 
2.15.   Mobile Phase 
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2.15.1. Acetatpuffer: 6,35 g Natriumacetat (2.7) und 20,0 ml Essigsäure (2.8) werden in 1 l Wasser gelöst. 

2.15.2. Mobile Phase: 9 Volumenteile Acetatpuffer (2.15.1) und 1 Volumenteil Acetonitril (2.9) werden 
gemischt. 

2.16.   Stammlösung der Konservierungsstoffe 

        Ungefähr 0,05 g 4-Hydroxybenzoesäure (2.3), 0,2 g Salicylsäure (2.4), 0,2 g Benzoesäure (2.5) und 0,05 g 
Sorbinsäure (2.6) werden in einen 50-ml-Meßkolben genau eingewogen und mit der Ethanol/Wasser-Mischung 
(2.13) zur Marke aufgefüllt. Die Lösung wird im Kühlschrank aufbewahrt und ist eine Woche lang haltbar. 

2.17.   Standardlösungen der Konservierungsstoffe 

        Von der Stammlösung (2.16) werden 8,00, 4,00, 2,00, 1,00 bzw. 0,50 ml in eine Reihe von 20-ml-
Meßkolben pipettiert. Nach Zusatz von jeweils 10,00 ml der Lösung des inneren Standards (2.14) mittels Pipette 
und 0,5 ml 2 M Schwefelsäure (2.10) wird mit der Ethanol/Wasser-Mischung (2.13) zur Marke aufgefüllt und 
gemischt. Die Lösungen sind frisch herzustellen. 
 
3.      Geräte 
        Normale Laborausstattung und 
3.1.    Wasserbad, auf 60 Grad C konstant einstellb ar 
3.2.    Hochleistungsflüssigkeitschromatograph  mit  UV-Detektor mit 
        variabler Wellenlänge und mit 10 myl-Proben schleife 
3.3.    Analytische Trennsäule 
        Material: Edelstahl 
        Länge: 12,5 bis 25 cm 
        Innendurchmesser: 4,6 mm 
        Aktiver Festkörper: Mit Octadecylgruppen mo difiziertes 
        Kieselgel (Nucleosil 5 C18 oder gleichwerti ges Erzeugnis) 

3.4.    Papierfilter, Durchmesser 90 mm (Schleicher und Schüll, Weißband Nr. 5892, oder gleichwertiges 
Erzeugnis) 

3.5.    Erlenmeyerkolben, 50 ml 

3.6.    Probenfläschchen, 5 ml 

3.7.    Siedesteinchen (Karborund), Größe 2 bis 4 mm, oder 

        gleichwertiges Material 
 

4.      Durchführung 

4.1.    Vorbereitung der Probe 

4.1.1.  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 Schwefelsäure (2.10) und 40,0 ml der 
Ethanol/Wasser-Mischung (2.13) sowie ungefähr 1 g Siedesteinchen (3.7) wird der verschlossene Kolben kräftig 
geschüttelt, 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 Grad C erwärmt. Danach wird der 
Kolben sofort unter fließendem kaltem Wasser abgekühlt und anschließend eine Stunde lang bei 5 Grad C 
aufbewahrt. Der Extrakt wird durch ein Papierfilter (3.4) filtriert. Etwa 2 ml des Filtrats werden in ein 
Probenfläschchen (3.6) übergeführt und bei 5 Grad C aufbewahrt. 

        Die HPLC-Bestimmung ist innerhalb von 24 Stunden nach Herstellung der Probelösung durchzuführen. 

4.1.2.  Vorbereitung der Probe unter Zugabe des inneren Standards 1 g +- 0,1 g (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 
Schwefelsäure (2.10) und 30,0 ml der Ethanol/Wasser-Mischung (2.13) sowie ungefähr 1 g Siedesteinchen (3.7) 
und 10,00 ml der Lösung des inneren Standards (2.14) wird der verschlossene Kolben kräftig geschüttelt, 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 Grad C erwärmt. Danach wird der Kolben sofort unter 
fließendem kaltem Wasser abgekühlt und anschließend eine Stunde lang bei 5 Grad C aufbewahrt. Der Extrakt 
wird durch ein Papierfilter (3.4) filtriert. Etwa 2 ml des Filtrats werden in ein Probenfläschchen (3.6) übergeführt 
und bei 5 Grad C aufbewahrt. 

        Die HPLC-Bestimmung ist innerhalb von 24 Stunden nach Herstellung der Probelösung durchzuführen. 

4.2.    Hochleistungsflüssigkeitschromatographie 

        Bedingungen für die Chromatographie 

        Mobile Phase: Acetonitril/Acetatpuffer (2.15.2) 

        Volumenstrom der mobilen Phase: 2,0 ml/min +- 0,5 ml/min 

        Detektionswellenlänge: 240 nm 
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4.2.1.  Kalibrierung 

        10 myl jeder der 5 Standardlösungen der Konservierungsstoffe (2.17) werden chromatographiert, das 
Chromatogramm aufgezeichnet und die Peakhöhen ermittelt. 

        Für jede Standardlösung wird das Verhältnis zwischen der Peakhöhe des zu bestimmenden 
Konservierungsstoffes und der des inneren Standards ermittelt. Es wird eine Kalibrierkurve gezeichnet, indem 
das Peakhöhenverhältnis in Abhängigkeit von der Konzentration des Konservierungsstoffes aufgetragen wird, 
oder es wird die Regressionsgerade berechnet. Man vergewissert sich, daß sich für die Standardlösungen eine 
lineare Kurve ergibt. 

4.2.2.  Bestimmung 

        Jeweils 10 myl der Probelösung (4.1.1) und einer der Standardlösungen der Konservierungsstoffe (2.17) 
werden chromatographiert und die Chromatogramme aufgezeichnet. Die Chromatogramme der Probe- und der 
Standardlösung werden verglichen. Falls das Chromatogramm der Probelösung (4.1.1) keinen Peak mit der 
Rententionszeit des empfohlenen inneren Standards 2-Methoxybenzoesäure zeigt, werden 10 myl der 
Probelösung (4.1.2) chromatographiert und das Chromatogramm aufgezeichnet. 

        Falls im Chromatogramm der Probelösung (4.1.1) ein störender Peak erscheint, der dieselbe Retentionszeit 
wie 2-Methoxybenzoesäure aufweist, ist ein anderer geeigneter innerer Standard zu wählen. Als innerer Standard 
kann einer der zu bestimmenden Konservierungsstoffe verwendet werden, der nicht auf dem Chromatogramm 
der Probelösung erscheint. Die Chromatogramme der Standardlösung und der Probelösung sollen folgende 
Bedingungen erfüllen: 

 - Peakauflösung: Die Peakauflösung soll mindestens 0,90 betragen (zur Definition der Peakauflösung 
siehe Abbildung 1). 

(Anm.: Abbildung nicht darstellbar, es wird daher auf die gedruckte Form des BGBl. verwiesen.) 

Falls die erforderliche Auflösung nicht erreicht wird, verwendet man entweder eine leistungsfähigere 
Säule oder verändert die Zusammensetzung der mobilen Phase, bis die Bedingung erfüllt 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. 

(Anm.: Abbildung nicht darstellbar, es wird daher auf die gedruckte Form des BGBl. verwiesen.) 

 - Basislinie: Die Basislinie sollte stabil sein. 
 

 5. Berechnung 

Unter Verwendung der Verhältnisse zwischen den Peakhöhen der zu bestimmenden 
Konservierungsstoffe und der Peakhöhe der 2-Methoxybenzoesäure (innerer Standard) wird die 
Konzentration der Konservierungsstoffe aus der Kalibrierkurve abgelesen bzw. aus der Gleichung für 
die Regressionsgerade berechnet. Der Gehalt an Benzoesäure, 4-Hydroxybenzoesäure, Sorbinsäure und 
Salicylsäure in Prozent (x tief i) der Probe wird nach folgender Formel berechnet: 

                                   100 . 20 . b       b 
                x tief i % (m/m) = ------------- = ------- 
                                   10 hoch 6 . a   500 . a 
        a = Einwaage der untersuchten Probe (4.1.2)  in Gramm 
        b = aus der Kalibrierkurve abgelesene Konze ntration des 
            Konservierungsstoffes in der Probelösun g (4.1.2) in 
            Mikrogramm je Milliliter bzw. der aus d er Gleichung für 
            die Regressionsgerade berechnete Wert 
 
6.      Wiederholbarkeit (1) 

Bei einem 4-Hydroxybenzoesäuregehalt von 0,40% (m/m) dürfen die Ergebnisse zweier an derselben 
Probe parallel durchgeführter Bestimmungen um nicht mehr als 0,035% (m/m) voneinander abweichen. 

Bei einem Benzoesäuregehalt von 0,50% (m/m) dürfen die Ergebnisse zweier an derselben Probe 
parallel durchgeführter Bestimmungen um nicht mehr als 0,05% (m/m) voneinander abweichen. 

Bei einem Salicylsäuregehalt von 0,50% (m/m) dürfen die Ergebnisse zweier an derselben Probe 
parallel durchgeführter Bestimmungen um nicht mehr als 0,045% (m/m) voneinander abweichen. 

Bei einem Sorbinsäuregehalt von 0,60% (m/m) dürfen die Ergebnisse zweier an derselben Probe parallel 
durchgeführter Bestimmungen um nicht mehr als 0,035% (m/m) voneinander abweichen. 

 

 7. Bemerkungen 

7.1.    Der Robustheitstest (ruggedness test) mit dieser Methode 

        ergab, daß die für die Extraktion der Konservierungsstoffe vorgeschriebene Menge an Schwefelsäure das 
Ergebnis beeinflussen kann und die Einwaage der Probe in den angegebenen Grenzen erfolgen muß. 
7.2.    Falls erforderlich, kann eine geeignete Vor säule verwendet 
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        werden. 
 
C.      BESTIMMUNG VON PROPIONSÄURE 
 
1.      Zweck und Anwendungsbereich 

        Diese Methode bechreibt (Anm.: richtig: beschreibt) ein Verfahren zur Bestimmung von Propionsäure bis 
zu einer Höchstkonzentration von 2% (m/m) in kosmetischen Mitteln. 
 
2.      Definition 

        Der nach diesem Verfahren ermittelte Gehalt an Propionsäure wird in Prozent (% m/m) des Erzeugnisses 
angegeben. 
 
3.      Kurzbeschreibung 

        Nach Extraktion der Propionsäure aus dem Erzeugnis wird die Bestimmung mittels Gaschromatographie 
unter Verwendung von 2-Methylpropionsäure als innerer Standard durchgeführt. 
 

 4. Reagenzien 

Alle Reagenzien müssen analysenrein sein. Wasser muß destilliert sein oder zumindest gleichwertige 
Reinheit aufweisen. 

4.1.    Ethanol, 96% (V/V) 

4.2.    Propionsäure 

4.3.    2-Methylpropionsäure 

4.4.    Orthophosphorsäure, 10% (m/V) 

4.5.    Propionsäure-Standardlösung 

        Ungefähr 1,00 g (p Gramm) Propionsäure wird genau in einen 50-ml-Meßkolben eingewogen und mit 
Ethanol (4.1) zur Marke aufgefüllt. 

4.6.    Lösung des inneren Standards 

        Ungefähr 1,00 g (e Gramm) 2-Methylpropionsäure wird genau in einen 50-ml-Meßkolben eingewogen und 
mit Ethanol (4.1) zur Marke aufgefüllt. 
 

5.      Geräte 
5.1.    Normale Laborausstattung und 
5.2.    Gaschromatograph mit Flammenionisationsdete ktor 
5.3.    Reagenzglas, 20 ml, mit Schliffstopfen 
5.4.    Wasserbad, auf 60 Grad C konstant einstellb ar 
5.5.    10-ml-Glasspritze mit Membranfiltereinheit,  0,45 mym 
 

6.      Durchführung 
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 Phosphorsäure (4.4) und 9,5 ml Ethanol (4.1) wird 
das verschlossene Reagenzglas kräftig geschüttelt. Zur Verbesserung der Extraktion (Schmelzen der Fettphase) 
wird das Reagenzglas 5 Minuten im Wasserbad (5.4) auf 60 Grad C erwärmt. Danach wird das Reagenzglas 
sofort unter fließendem kaltem Wasser abgekühlt. 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 1 g +- 0,1 g der Probe wird auf drei 
Dezimalstellen genau in ein Reagenzglas mit Schliffstopfen (5.3) eingewogen. Nach Zusatz von 0,50 ml 
Phosphorsäure (4.4), 0,50 ml der Lösung des inneren Standards (4.6) und 9 ml Ethanol (4.1) wird das 
verschlossene Reagenzglas kräftig geschüttelt. Zur Verbesserung der Extraktion (Schmelzen der Fettphase) wird 
das Reagenzglas 5 Minuten im Wasserbad (5.4) auf 60 Grad C erwärmt. Danach wird das Reagenzglas sofort 
unter fließendem kaltem Wasser abgekühlt. Ein Teil des Extraktes wird durch ein Mebranfilter (5.5) filtriert. 

        Das Filtrat ist am selben Tag zu chromatographieren. 
6.2.    Bedingungen für die Gaschromatographie 
        Folgende Betriebsbedingungen werden empfohl en: 
        Säule: 
          Material                Edelstahl 
          Länge                   2 m 
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          Innerer Durchmesser     1/8 Zoll (ungefäh r 3 mm) 
          Fester Träger           Chromosorb W AW, 100-120 msh 
          Stationäre Flüssigphase 10% Polyethylengl ycol 20 000 für 
                                  Säuren (SP hoch T M 1000 oder 
                                  gleichwertiges Er zeugnis) und 1% 
                                  H tief 3 PO tief 4 
        Temperatur: 
          Injektor      200 Grad C 
          Säule         120 Grad C 
          Detektor      200 Grad C 
        Trägergas: 
          Stickstoff 
          Volumenstrom: 25 ml/min 
6.3.    Chromatographie 

6.3.1.  Kalibrierung 

        In eine Reihe von 20-ml-Meßkolben werden 0,25, 0,50, 1,00, 2,00 bzw. 4,00 ml Propionsäurelösung (4.5) 
pipettiert. Nach Zusatz von 1,00 ml der Lösung des inneren Standards (4.6) mittels Pipette wird mit Ethanol 
(4.1) zur Marke aufgefüllt und gemischt. Diese Lösungen enthalten e mg/ml 2-Methylpropionsäure als inneren 
Standard (dh. 1 mg/ml, wenn 

        e = 1,000) und p/4, p/2, p, 2p bzw. 4p mg/ml Propionsäure 

        (dh. 0,25, 0,50, 1,00, 2,00 bzw. 4,00 mg/ml, wenn p =1,000). 

        1 myl jeder dieser Standardlösungen wird chromatographiert, das Chromatogramm aufgezeichnet und die 
Peakflächen ermittelt. 

        Jede Lösung wird dreimal chromatographiert und der Mittelwert für das Peakflächenverhältnis berechnet. 

        Es wird eine Kalibrierkurve gezeichnet, indem das Verhältnis der Masse von Propionsäure zu 2-
Methylpropionsäure als Abszisse und das Verhältnis der entsprechenden Peakfläche als Ordinate aufgetragen 
werden, oder es wird die Regressionsgerade berechnet. 

6.3.2.  Bestimmung 

        Jeweils 1 myl der Probelösung (6.1.1) und einer der Standardlösungen (6.3.1) werden chromatographiert 
und die Chromatogramme aufgezeichnet. 

        Die Chromatogramme der Probe- und der Standardlösungen werden verglichen. Falls das Chromatogramm 
der Probelösung einen Peak mit etwa der gleichen Retentionszeit wie 2-Methylpropionsäure aufweist, ist ein 
anderer innerer Standard zu verwenden. Wenn keine Interferenz beobachtet wird, wird 1 myl der Probelösung 
(6.1.2) chromatographiert, das Chromatogramm aufgezeichnet und die Peakflächen der Propionsäure und des 
inneren Standards ermittelt. Die Probelösung wird dreimal chromatographiert und der Mittelwert für das 
Peakflächenverhältnis berechnet. 
 

7.      Berechnung 
7.1.    Aus der Kalibrierkurve (6.3.1) wird das Ver hältnis der Masse 
        (K) abgelesen bzw. aus der Gleichung für di e 
        Regressionsgerade berechnet, das dem gemäß 6.3.2 berechneten 
        Peakflächenverhältnis entspricht. 
7.2.    Der Propionsäuregehalt in Prozent (x) der P robe wird unter 
        Verwendung des ermittelten Masseverhältniss es nach folgender 
        Formel berechnet: 
                               0,5 . 100 . e   e 
                  x % (m/m) = K-------------= K- 
                                  50 . a       a 
        K = nach 7.1 ermitteltes Masserverhältnis ( Anm.: richtig: 
            Masseverhältnis) 
        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 (1) 

        Bei einem Propionsäuregehalt von 2% (m/m) dürfen die Ergebnisse zweier an derselben Probe parallel 
durchgeführter Bestimmungen um nicht mehr als 0,12% (m/m) voneinander abweichen. 

--------------------------------------------------------------------- 
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 (1) ISO 5725. 
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                                                          Anlage 37 

                                                        ------------- 
 

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 
        Dünnschichtchromatographie (DC) nachgewiese n. 
 
3.      Reagenzien 
        Alle Reagenzien müssen analysenrein sein. 
3.1.    Ethanol, 96% (V/V) 
3.2.    Chloroform 
        Warnung: 

        Gefahr ernster Gesundheitsschäden bei längerer Exposition durch Einatmen und durch Verschlucken. Reizt 
die Haut. Irreversibler Schaden möglich. 

        Hinweis: 

        Chloroform kann ohne Beeinflussung der Trennleistung des chromatographischen Systems durch 
Dichlormethan ersetzt werden. 

3.3.    Diethylether 

3.4.    Fließmittel: Chloroform/Diethylether, 66 + 33 (V + V) 

                                      20 

3.5.    Ammoniak-Lösung, 25% (m/m) (d  4 = 0,91 g/ml) 

3.6.    Ascorbinsäure 

3.7.    Hydrochinon 

3.8.    Hydrochinonmonomethylether 

3.9.    Hydrochinonmonoethylether 

3.10.   Hydrochinonmonobenzylether (Monobenzon) 
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3.11.   Vergleichslösungen 

        Die Vergleichslösungen 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 
0,25 g Ascorbinsäure (3.6) und 5 ml Ethanol (3.1) wird die Mischung mit Ammoniaklösung (3.5) auf einen pH-
Wert von 10 eingestellt. Anschließend wird die Mischung mit Ethanol (3.1) zu 10 ml aufgefüllt. 

3.11.2. 0,05 g Hydrochinonmonomethylether (3.8) werden in ein graduiertes 10-ml-Reagenzglas eingewogen. 
Nach Zusatz von 0,25 g Ascorbinsäure (3.6) und 5 ml Ethanol (3.1) wird die Mischung mit Ammoniaklösung 
(3.5) auf einen pH-Wert von 10 eingestellt. Anschließend wird die Mischung mit Ethanol (3.1) zu 10 ml 
aufgefüllt. 

3.11.3. 0,05 g Hydrochinonmonoethylether (3.9) werden in ein graduiertes 10-ml-Reagenzglas eingewogen. 
Nach Zusatz von 0,25 g Ascorbinsäure (3.6) und 5 ml Ethanol (3.1) wird die Mischung mit Ammoniaklösung 
(3.5) auf einen pH-Wert von 10 eingestellt. Anschließend wird die Mischung mit Ethanol (3.1) zu 10 ml 
aufgefüllt. 

3.11.4. 0,05 g Hydrochinonmonobenzylether (3.10) werden in ein graduiertes 10-ml-Reagenzglas eingewogen. 
Nach Zusatz von 0,25 g Ascorbinsäure (3.6) und 5 ml Ethanol (3.1) wird die Mischung mit Ammoniaklösung 
(3.5) auf einen pH-Wert von 10 eingestellt. Anschließend wird die Mischung mit Ethanol (3.1) zu 10 ml 
aufgefüllt. 

3.12.   Silbernitrat 

3.13.   12-Molybdatophosphorsäure 

3.14.   Kaliumhexacyanoferrat (III) 

3.15.   Eisen (III)-chlorid-hexahydrat 

3.16.   Sprühreagenzien 

3.16.1. Einer 5%igen (m/V) wäßrigen Lösung von Silbernitrat (3.12) wird Ammoniak-Lösung (3.5) hinzugefügt, 
bis sich der gebildete Niederschlag wieder auflöst. 

        Warnhinweis: 

        Bei längerem Stehen bilden sich explosive Verbindungen. Die Lösung ist daher nach Gebrauch zu 
verwerfen. 

3.16.2. 10%ige (m/V) Lösung von 12-Molybdatophosphorsäure (3.13) in Ethanol (3.1). 

3.16.3. Lösung 1: 1%ige (m/V) wäßrige Lösung von Kaliumhexacyanoferrat (III) (3.14) 

        Lösung 2: 2%ige (m/V) wäßrige Lösung von Eisen (III)-chlorid 

                  (3.15) 

        Unmittelbar vor Gebrauch werden gleiche Volumina der Lösungen 1 und 2 gemischt. 
 
4.      Geräte 
        Normale Laborausstattung und 
4.1.    Übliche Ausrüstung zur Dünnschichtchromatog raphie 
4.2.    DC-Fertigplatten (200 mm x 200 mm) 
        Sorbensschicht: Kieselgel 60 mit Fluoreszen zindikator 254 nm 
                        Schichtdecke: 0,25 mm 
4.3.    Ultraschallbad 
4.4.    Zentrifuge 
4.5.    UV-Lampe, Wellenlänge 254 nm 
 

5.      Durchführung 
5.1.    Vorbereitung der Probe 
        3,0 g der Probe werden in ein graduiertes 1 0-ml-Reagenzglas 
        eingewogen. Nach Zusatz von 0,25 g Ascorbin säure (3.6) und 
        5 ml Ethanol (3.1) wird die Mischung mit Am moniaklösung (3.5) 
        auf einen pH-Wert von 10 eingestellt. Ansch ließend wird die 
        Mischung mit Ethanol (3.1) zu 10 ml aufgefü llt. Das 
        Reagenzglas wird verschlossen und der Inhal t im 
        Ultraschallbad 10 min homogenisiert. Die Mi schung wird durch 
        ein Papierfilter filtriert oder bei 3 000 U /min 
        zentrifugiert. 

5.2.    Dünnschichtchromatographie 

5.2.1.  Die Chromatographiekammer wird mit dem Fließmittel (3.4) gesättigt. 



  Bundesrecht 

www.ris.bka.gv.at  Seite 3 von 6 

5.2.2.  Je 2 myl der Vergleichslösungen (3.11) und 2 myl der Probelösung (5.1) werden auf die 
Dünnschichtplatte aufgetragen. Die Dünnschichtplatte wird bei Raumtemperatur und unter Lichtschutz bis zu 
einer Höhe von 150 mm entwickelt. 

5.2.3.  Die Dünnschichtplatte wird der Kammer entnommen und bei Raumtemperatur aufbewahrt, bis das 
Fließmittel verdunstet ist. 

5.3.    Detektion 

5.3.1.  Die Dünnschichtplatte wird im ultravioletten Licht der Wellenlänge 254 nm betrachtet; die Flecke werden 
markiert. 

5.3.2.  Anschließend wird die Dünnschichtplatte besprüht entweder mit 

 - dem Silbernitrat-Reagenz (3.16.1) oder 

 - dem 12-Molybdatophosphorsäure-Reagenz (3.16.2) und auf etwa 120 Grad C erhitzt oder 

 - der Mischung aus Kaliumhexacyanoferrat(III)-Lösung und Eisen(III)-chlorid-Lösung (3.16.3). 
 

 6. Auswertung 

Der R tief f-Wert wird für jeden Fleck berechnet. Die für die Probelösung erhaltenen Flecke werden mit 
denen der Vergleichslösungen im Hinblick auf ihre R tief f-Werte, die Farbe der Flecke im UV-Licht 
und die Farben der Flecke nach Sichtbarmachung mit dem Sprühreagenz verglichen. Man führt die im 
folgenden Abschnitt B beschriebene HPLC durch und vergleicht die Retentionszeiten der Probenpeaks 
mit denen der Vergleichslösungen. 

Der Nachweis von Hydrochinon und seiner Ether wird durch Kombination der Ergebnisse der DC und 
der HPLC geführt. 

 
7.      Bemerkungen 
        Unter den angegebenen Bedingungen wurden fo lgende 
        R tief f-Werte ermittelt: 
        Hydrochinon                 0,32 
        Hydrochinonmonomethylether  0,53 
        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 Erwärmen das 
Schmelzen etwaig vorhandener Fette gewährleistet wird. Die Bestimmung der Analyten im Extrakt 
erfolgt durch Hochleistungsflüssigkeitschromatographie mit reverser Phase und UV-Detektion. 

 

 3. Reagenzien 

3.1.    Alle Reagenzien müssen analysenrein sein. Wasser muß 

        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 für 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.   Standardlösung 
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        0,06 g Hydrochinon (3.3), 0,08 g Hydrochinonmonomethylether (3.4), 0,10 g Hydrochinonmonoethylether 
(3.5) und 0,12 g Hydrochinonmonobenzylether (3.6) werden in einen 50-ml-Meßkolben genau eingewogen, in 
Methanol (3.2) gelöst und anschließend mit Methanol zur Marke aufgefüllt. 10,00 ml dieser Stammlösung 
werden mit der Wasser/Methanol-Mischung (3.8) zu 50,00 ml verdünnt. 

        Die Lösungen sind frisch herzustellen. 
 

4.      Geräte 

        Normale Laborausstattung und 4.1.    Wasserbad, auf 60 Grad C konstant einstellbar 

4.2.    Hochleistungsflüssigkeitschromatograph mit UV-Detektor mit 

        variabler Wellenlänge und mit 10 myl-Probenschleife 

4.3.    Analytische Trennsäule 

        Material: Edelstahl 

        Länge: 25 cm 

        Innendurchmesser: 4,6 mm 

        Aktiver Festkörper: Zorbax Phenyl (6 mym) oder gleichwertiges Erzeugnis (mit Phenylalkylgruppen 
modifiziertes Kieselgel und end-capped mit Trimethylchlorsilan) 

        Falls eine Vorsäule verwendet wird, muß sie die gleichen Eigenschaften wie die Trennsäule besitzen. 

4.4.    Papierfilter, Durchmesser 90 mm (Schleicher und Schüll, Weißband Nr. 5892, oder gleichwertiges 
Erzeugnis) 
 

5.      Durchführung 

5.1.    Vorbereitung der Probe 

        1 g +- 0,1 g (a Gramm) der Probe wird auf drei Dezimalstellen genau in einen 50-ml-Meßkolben 
eingewogen. Nach Zusatz von 25 ml der Wasser/Methanol-Mischung (3.8) wird der verschlossene Kolben 
mindestens 1 Minute kräftig geschüttelt, bis eine homogene Suspension erhalten wird. Zur Verbesserung der 
Extraktion wird der Kolben im Wasserbad (4.1) auf 60 Grad C erwärmt. Nach dem Abkühlen wird mit der 
Wasser/Methanol-Mischung (3.8) zur Marke aufgefüllt. Die Mischung wird durch ein Papierfilter (4.4) filtriert. 
Die HPLC-Bestimmung ist innerhalb von 24 Stunden nach Herstellung der Probelösung durchzuführen. 

5.2.    Hochleistungsflüssigkeitschromatographie 

5.2.1.  Bedingungen für die Chromatographie 

        Volumenstrom der mobilen Phase (3.9): 1,0 ml/min Detektionswellenlänge: 295 nm 

5.2.2.  10 myl der Probelösung (5.1) werden chromatographiert, das Chromatogramm aufgezeichnet und die 
Peakflächen ermittelt. Die Kalibrierung wird, wie unter 5.2.3 beschrieben, durchgeführt. 

        Die Chromatogramme der Probe- und der Standardlösung werden verglichen. 

        Unter Verwendung der Peakflächen und des gemäß Abschnitt 

        5.2.3 ermittelten Responsefaktors (RF) wird der Gehalt der Analyten in der Probelösung berechnet. 

5.2.3.  Kalibrierung 

        10 myl der Standardlösung (3.10) werden chromatographiert, das Chromatogramm aufgezeichnet und die 
Peakflächen ermittelt. 

        Die Wiederholbarkeit des Meßsignals wird durch wiederholtes Chromatographieren überprüft. 

        Der Responsefaktor RF tief i ,wird wie folgt berechnet: 
                                p tief i 
                    RF tief i = -------- 
                                c tief i 
        p tief i = Peakfläche für Hydrochinon, 
                   Hydrochinonmonomethylether, 
                   Hydrochinonmonoethylether oder 
                   Hydrochinonmonobenzylether 
        c tief i = Konzentration (g/50 ml) von Hydr ochinon, 
                   Hydrochinonmonomethylether, 
                   Hydrochinonmonoethylether oder 
                   Hydrochinonmonobenzylether in de r Standardlösung 
                   (3.10) 
        Die Chromatogramme der Standardlösung und d er Probelösung 
        sollen folgende Bedingungen erfüllen: 
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        - Peakauflösung: Die Peakauflösung soll min destens 0,90 
          betragen (zur Definition der Peakauflösun g siehe 
          Abbildung 1). 
          (Anm.: Abbildung nicht darstellbar, es wi rd daher auf die 
                 gedruckte Form des BGBl. verwiesen .) 
          Falls die erforderliche Auflösung nicht e rreicht wird, 
          verwendet man entweder eine leistungsfähi gere Säule oder 
          verändert die Zusammensetzung der mobilen  Phase, bis die 
          Bedingung erfüllt ist. 
        - Peakasymmetrie: Der Asymmetriefaktor AS s oll zwischen 0,9 
          und 1,5 liegen (zur Definition des Asymme triefaktors siehe 
          Abbildung 2). Bei der Aufzeichnung des Ch romatogramms zur 
          Bestimmung der Peakasymmetrie sollte der Papiervorschub 
          mindestens 2 cm/min betragen. 
          (Anm.: Abbildung nicht darstellbar, es wi rd daher auf die 
                 gedruckte Form des BGBl. verwiesen .) 
        - Basislinie: Die Basislinie sollte stabil sein. 
 
6.      Berechnung 
        Der Gehalt des/der Analyten in Prozent (x t ief i) der Probe 
        wird anhand der Peakflächen nach folgender Formel berechnet: 
                                      b tief i . 10 0 
                   x tief i % (m/m) = ------------- - 
                                      RF tief i . a  
        a         = Einwaage der untersuchten Probe  in Gramm 
        b tief i  = Peakfläche des Analyten i in de r Probelösung 
        RF tief i = Responsefaktor nach 5.2.3 
 
7.      Wiederholbarkeit (1) 
7.1.    Bei einem Hydrochinongehalt von 2,0% (m/m) dürfen die 
        Ergebnisse zweier an derselben Probe parall el durchgeführter 
        Bestimmungen um nicht mehr als 0,13% (m/m) voneinander 
        abweichen. 
7.2.    Bei einem Hydrochinonmonomethylethergehalt von 1,0% (m/m) 
        dürfen die Ergebnisse zweier an derselben P robe parallel 
        durchgeführter Bestimmungen um nicht mehr a ls 0,1% (m/m) 
        voneinander abweichen. 
7.3.    Bei einem Hydrochinonmonoethylethergehalt v on 1,0% (m/m) 
        dürfen die Ergebnisse zweier an derselben P robe parallel 
        durchgeführter Bestimmungen um nicht mehr a ls 0,11% (m/m) 
        voneinander abweichen. 
7.4.    Bei einem Hydrochinonmonobenzylethergehalt von 1,0% (m/m) 

        dürfen die Ergebnisse zweier an derselben Probe parallel durchgeführter Bestimmungen um nicht mehr als 
0,11% (m/m) voneinander abweichen. 
 

8.      Vergleichbarkeit (1) 

8.1.    Bei einem Hydrochinongehalt von 2,0% (m/m) dürfen die Ergebnisse zweier an derselben Probe unter 
Vergleichsbedingungen (verschiedene Laboratorien, verschiedene Bearbeiter, verschiedene Geräteausrüstung) 
durchgeführter Bestimmungen um nicht mehr als 0,37% (m/m) voneinander abweichen. 

8.2.    Bei einem Hydrochinonmonomethylethergehalt von 1,0% (m/m) dürfen die Ergebnisse zweier an 
derselben Probe unter Vergleichsbedingungen (verschiedene Laboratorien, verschiedene Bearbeiter, 
verschiedene Geräteausrüstung) durchgeführter Bestimmungen um nicht mehr als 0,21% (m/m) voneinander 
abweichen. 

8.3.    Bei einem Hydrochinonmonoethylethergehalt von 1,0% (m/m) dürfen die Ergebnisse zweier an derselben 
Probe unter Vergleichsbedingungen (verschiedene Laboratorien, verschiedene Bearbeiter, verschiedene 
Geräteausrüstung) durchgeführter Bestimmungen um nicht mehr als 0,19% (m/m) voneinander abweichen. 

8.4.    Bei einem Hydrochinonmonobenzylethergehalt von 1,0% (m/m) dürfen die Ergebnisse zweier an 
derselben Probe unter Vergleichsbedingungen (verschiedene Laboratorien, verschiedene Bearbeiter, 
verschiedene Geräteausrüstung) durchgeführter Bestimmungen um nicht mehr als 0,11% (m/m) voneinander 
abweichen. 

--------------------------------------------------------------------- 
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(1) ISO 5725 
 

9.      Bemerkungen 

9.1.    Wenn ein wesentlich höherer Hydrochinongehalt als 2% (m/m) 

        ermittelt wird und eine genaue Gehaltsbestimmung erforderlich ist, sollte die Probelösung (5.1) auf einen 
ähnlichen Gehalt verdünnt werden, wie er sich bei einer 2% Hydrochinon enthaltenden Probe ergeben würde, 
und die Bestimmung ist zu wiederholen. 

        (Bei hohen Hydrochinongehalten kann die Absorption außerhalb des linearen Bereiches des Detektors 
liegen.) 

9.2.    Störeinflüsse 

        Die beschriebene Methode ermöglicht die Bestimmung von Hydrochinon und seinen Ethern in einem 
einzigen isokratischen Lauf. Die Verwendung einer Phenylsäule gewährleistet eine hinreichende Retention für 
Hydrochinon, was bei Benutzung einer C 18-Säule mit der beschriebenen mobilen Phase nicht garantiert werden 
kann. 

        Diese Methode unterliegt jedoch möglicherweise den Störeinflüssen durch eine Reihe von p-
Hydroxybenzoesäureestern (Parabene). In diesen Fällen ist die Bestimmung unter Verwendung eines anderen 
Trennsystems (stationäre und mobile Phase) zu wiederholen. Geeignete Methoden sind (siehe die in den 
Fußnoten 1 und 2 angegebene Literatur): 

        Analytische Trennsäule (1) : 4,6 mm x 25 cm 

          Aktiver Festkörper: Mit Octadecylgruppen modifiziertes 

                              Kieselgel (Zorbax ODS oder gleichwertiges Erzeugnis) 

          Temperatur: 36 Grad C 

          Volumenstrom der mobilen Phase: 1,5 ml/min 

          Mobile Phase: für Hydrochinon Methanol/Wasser 5 + 95 

                        (V + V) 

                        für Hydrochinonmonomethylether: 

                        Methanol/Wasser 30 + 70 (V + V) 

                        für Hydrochinonmonobenzylether: 

                        Methanol/Wasser 80 + 20 (V + V) 

        Analytische Trennsäule (2): 

          Aktiver Festkörper: 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 für Hydrochinon. 

--------------------------------------------------------------------- 

(1) M. Herpol-Borremans und M. O. Masse, Indentification et dosage de l'hydroquinone et ses ethers 
methylique et benzylique dans les produits cosmethiques pour blanchir la peau, Int. J. Cosmet. Sci 8 - 203-214 
(1986). 

(2) J. Firth und I. Rix, Determination of Hydroquinone in skin toning creams, Analyst (1986), 111, S. 129. 
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                                                           Anlage 38 
NACHWEIS UND BESTIMMUNG VON 2-PHENOXYETHANOL, 1-PHENOXYPROPAN-2-OL, 
METHYL-, ETHYL-, PROPYL-, BUTYL- UND BENZYL-4-HYDRO XYBENZOAT IN 
                          KOSMETISCHEN MITTELN 
 
A. NACHWEIS 
 
   1.     Zweck und Anwendungsbereich 
          Diese Methode beschreibt ein 
          dünnschichtchromatographisches Verfahren,  das in 
          Verbindung mit der in Abschnitt B beschri ebenen 
          quantitativen Bestimmung den Nachweis von  
          2-Phenoxyethanol, 1-Phenoxypropan-2-ol, 
          Methyl-4-hydroxybenzoat, Ethyl-4-hydroxyb enzoat, 
          Propyl-4-Hydroxybenzoat, Butyl-4-hydroxyb enzoat und 
          Benzyl-4-hydroxybenzoat in kosmetischen M itteln 
          ermöglicht. 
   2.     Kurzbeschreibung 
          Die Konservierungsstoffe werden mit Aceto n aus der 
          angesäuerten Probe des kosmetischen Mitte ls extrahiert. 
          Nach Filtration wird die Acetonlösung mit  Wasser gemischt, 
          und die Fettsäuren werden im alkalischen Medium als ihre 
          Calciumsalze ausgefällt. Die alkalische 
          Aceton-Wasser-Mischung wird mit Diethylet her zur 
          Entfernung der lipophilen Stoffe extrahie rt. Nach Ansäuern 
          werden die Konservierungsstoffe mit Dieth ylether 
          extrahiert. Ein aliquoter Teil des Diethy letherextrakts 
          wird auf eine Kieselgel-Dünnschichtplatte  aufgetragen. 
          Nach Entwicklung der Dünnschichtplatte wi rd das erhaltene 
          Chromatogramm unter UV-Licht betrachtet u nd mit Millon's 
          Reagenz sichtbar gemacht. 
   3.     Reagenzien 
   3.1.   Allgemeines 
          Alle Reagenzien müssen analysenrein sein.  Wasser muß 
          destilliert sein oder zumindest gleichwer tige Reinheit 
          aufweisen. 
   3.2.   Aceton 
   3.3.   Diethylether 
   3.4.   n-Pentan 
   3.5.   Methanol 
   3.6.   Eisessig 
   3.7.   Salzsäure, c(HCl)= 4 mol/l 
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   3.8.   Kalilauge, c(KOH)= 4 mol/l 
   3.9.   Calciumchlorid-Dihydrat (CaCl2 . 2H2O 
   3.10.  Nachweisreagenz: Millon's Reagenz 
          Millon's Reagenz (vorwiegend Quecksilber( II)-nitrat) ist 
          als gebrauchsfertige Lösung im Handel erh ältlich 
          (Fluka 69820). 
   3.11.  2-Phenoxyethanol 
   3.12.  1-Phenoxypropan-2-ol 
   3.13.  Methyl-4-hydroxybenzoat (Methylparaben) 
   3.14.  Ethyl-4-hyrdoxybenzoat (Ethylparaben) 
   3.15.  n-Propyl-4-hydroxybenzoat (Propylparaben)  
   3.16.  n-Butyl-4-hydroxybenzoat (Butylparaben) 
   3.17.  Benzyl-4-hydroxybenzoat (Benzylparaben) 
   3.18.  Vergleichslösungen 
          Jeweils 0,1%ige (m/V) Lösungen der 
          Vergleichssubstanzen 3.11, 3.12, 3.13, 3. 14, 3.15, 3.16 
          und 3.17 in Methanol 
   3.19.  Fließmittel 
          88 Volumenteile n-Pentan (3.4) werden mit  12 Volumenteilen 
          Eisessig (3.6) gemischt. 
   4.     Geräte 
          Normale Laborausstattung und 
   4.1.   Wasserbad, auf 60 Grad konstant einstellb ar 
   4.2.   Entwicklungskammer (nicht mit Filterpapie r ausgekleidet) 
   4.3.   UV-Lampe, 254 nm 
   4.4.   DC-Fertigplatten (200 mm x 200 mm), Sorbe nsschicht: 
          Kieselgel 60 F tief 254 (Fluoreszensindik ator), 
          Schichtdicke: 0,25 mm mit Konzentrierungs zone 25 mm x 
          200 mm (Merck 11798, Darmstadt oder gleic hwertiges 
          Erzeugnis) 
   4.5.   Trockenschrank, bis auf 105 Grad C konsta nt einstellbar 
   4.6.   Heißluftfön 
   4.7.   Woll-Farbroller, etwa 10 cm breit, Außend urchmesser etwa 
          3,5 cm. Die Dicke der Wollschicht soll 2 bis 3 mm 
          betragen; gegebenenfalls ist die Wolle zu  kürzen. (Siehe 
          Anmerkung unter 5.2). 
   4.8.   Erlenmeyerkolben mit Schliffstopfen, 50 m l 
   4.9.   Elektrische Heizplatte mit Thermostatregl er. 

   5.     Durchführung 
   5.1.   Vorbereitung der Probe 
          Ungefähr 1,0 g der Probe wird in einen 
          50-ml-Erlenmeyerkolben (4.8) mit 4 Tropfe n Salzsäure (3.7) 
          und 40 ml Aceton versetzt. 
          Bei stark basischen Erzeugnissen, wie Fei nseife, werden 
          20 Tropfen Salzsäure hinzugefügt. Der Erl enmeyerkolben 
          wird verschlossen und vorsichtig auf etwa  60 Grad C 
          erwärmt, damit die Extraktion der Konserv ierungsstoffe in 
          die Aceton-Phase erleichtert wird, und an schließend eine 
          Minute lang kräftig geschüttelt. 
          Der pH-Wert der Mischung wird mit pH-Indi katorpapier 
          gemessen und mit Salzsäure auf < 3 einges tellt. Die 
          Mischung wird erneut eine Minute lang krä ftig geschüttelt. 
          Die Mischung wird auf Zimmertemperatur ab gekühlt und durch 
          ein Papierfilter in einem Erlenmeyerkolbe n filtriert. 
          20 ml des Filtrats werden in einen 200-ml -Erlenmeyerkolben 
          übergeführt mit 60 ml Wasser versetzt und  gemischt. Mit 
          Kalilauge (3.8) wird der pH-Wert der Misc hung gegen 
          Indikatorpapier auf ungefähr 10 eingestel lt. 
          Nach Zusatz von 1 g Calciumchlorid (3.9) wird die Mischung 
          kräftig geschüttelt und danach durch ein Papierfilter in 
          einen 250-ml-Scheidetrichter, der 75 ml D iethylether 
          enthält, filtriert. Die Mischung wird ein e Minute lang 
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          kräftig geschüttelt. Nach der Phasentrenn ung wird die 
          wäßrige Phase in einen 200-ml-Erlenmeyerk olben abgelassen. 
          Mit Hilfe von Indikatorpapier wird der pH -Wert der 
          wäßrigen Lösung mit Salzsäure auf ungefäh r 2 eingestellt. 
          Nach Zusatz von 10 ml Diethylether wird d ie Mischung eine 
          Minute lang kräftig geschüttelt. Nach der  Phasentrennung 
          werden etwa 2 ml der Etherphase in ein 
          5-ml-Probenfläschchen übergeführt. 
   5.2.   Dünnschichtchromatographie 
          Die Dünnschichtplatte (4.4) wird auf die erwärmte 
          Aluminiumplatte (4.9) gelegt. Von jeder V ergleichslösung 
          (3.18) werden 10 myl und von der Probelös ung (5.1) 100 myl 
          auf die Startlinie in der Konzentrierungs zone der 
          Dünnschichtplatte aufgetragen. 
          Erforderlichenfalls kann zur Beschleunigu ng der 
          Verdunstung des Lösungsmittels ein Luftst rom verwendet 
          werden. Die Dünnschichtplatte wird von de r Heizplatte 
          genommen und auf Raumtemperatur abgekühlt . 100 ml des 
          Fließmittels (3.19) werden in die Entwick lungskammer (4.2) 
          gefüllt und die Dünnschichtplatte sofort in die 
          ungesättigte Kammer gestellt und bei Raum temperatur bis zu 
          einer Höhe von etwa 15 cm entwickelt. Nac h Entnahme aus 
          der Kammer wird die Platte im Heißluftstr om (Fön) 
          getrocknet. 
          Die Dünnschichtplatte wird im UV-Licht (4 .3) betrachtet, 
          und die Positionen der Flecke werden mark iert. 
          Anschließend wird die Platte im Trockensc hrank (4.5) 
          30 Minuten lang bei 100 Grad C erwärmt, u m überschüssige 
          Essigsäure zu entfernen. Die Konservierun gsstoffe werden 
          auf der Dünnschichtplatte durch Eintauche n des Farbrollers 
          (4.7) in das Millon's Reagenz (3.10) und Überstreichen der 
          Platte bis zur gleichmäßigen Benetzung si chtbar gemacht. 
          Hinweis: Alternativ können die Flecke dur ch sorgfältiges 
          Auftragen eines Tropfens Millon's Reagenz  auf die im 
          UV-Licht markierten Flecke sichtbar gemac ht werden. 
          Die Ester der 4-Hydroxybenzoesäure ersche inen als rote, 
          2-Phenoxyethanol und 1-Phenoxy-propan-2-o l als gelbe 
          Flecke. Zu beachten ist allerdings, daß d ie 
          4-Hydroxybenzoesäure selbst, die in den P roben als 
          Konservierungsstoff oder als Zersetzungsp rodukt ihrer 
          Ester anwesend sein kann, ebenfalls als r oter Fleck 
          erscheint. (Siehe unter 7.3 und 7.4). 
   6.     Auswertung 
          Der R tief f-Wert wird für jeden Fleck be rechnet. Die für 
          die Probelösung erhaltenen Flecke werden mit denen der 
          Vergleichslösungen im Hinblick auf ihre R  tief f-Werte, 
          ihr Verhalten im UV-Licht und ihre Färbun g nach 
          Sichtbarmachung mit dem Reagenz vergliche n. Im Ergebnis 
          dieses Vergleichs wird eine vorläufige Sc hlußfolgerung 
          gezogen, welche Konservierungsstoffe vorl iegen. Zur 
          Bestätigung sollte das im Abschnitt B bes chriebene 
          HPLC-Verfahren durchgeführt werden. Der N achweis der 
          Konservierungsstoffe wird abschließend du rch Kombination 
          der Ergebnisse der DC und der HPLC geführ t. 
   7.     Bemerkungen 
   7.1.   Millon's Reagenz wird wegen seiner Toxizi tät am besten 
          nach einem der beschriebenen Verfahren an gewandt. Sprühen 
          ist nicht zu empfehlen. 
   7.2.   Andere Hydroxylgruppen enthaltende Verbin dungen können 
          ebenfalls mit Millon's Reagenz angefärbt werden. Eine 
          Übersicht über Färbungen und R tief f-Wer te für eine Reihe 
          von Konservierungsstoffen findet man in: N. De Kruijf, 
          M.A.H. Rijk, L.A. Pranoto-Soetardhi und A . Schouten: 
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          Determination of preservatives in cosmeti c products I: 
          Thin layer chromatographic procedure for the 
          identification of preservatives in cosmet ic products 
          (J. Chromatogr., 410, 395-411 (1987)). 
   7.3.   Die in folgender Tabelle aufgelisteten R tief f-Werte 
          geben Hinweise auf die zu erwartenden Wer te. 
          ----------------------------------------- ----------------- 
                    Substanz              h R tief f    Anfärbung 
          ----------------------------------------- ----------------- 
          4-Hydroxybenzoesäure                11           rot 
          Methylparaben                       12           rot 
          Ethylparaben                        17           rot 
          Propylparaben                       21           rot 
          Butylparaben                        26           rot 
          Benzylparaben                       16           rot 
          2-Phenoxyethanol                    29          gelb 
          1-Phenoxypropan-2-ol                50          gelb 
          ----------------------------------------- ----------------- 
   7.4.   Keine Trennung erreicht man für 4-Hydroxy benzoesäure und 
          Methylparaben bzw. für Benzylparaben und Ethylparaben. Der 
          Nachweis dieser Substanzen sollte mittels  HPLC nach 
          Abschnitt B durch Vergleich der Retention szeiten der 
          Probenpeaks mit denen der Standards bestä tigt werden. 
 
B. BESTIMMUNG 
 
   1.     Zweck und Anwendungsbereich 
          Diese Methode beschreibt ein Verfahren zu r quantitativen 
          Bestimmung von 2-Phenoxyethanol, 1-Phenox ypropan-2-ol, 
          Methyl-4-hydroxybenzoat, Ethyl-4-hydroxyb enzoat, 
          Propyl-4-hydroxybenzoat, Butyl-4-hydroxyb enzoat und 
          Benzyl-4-hydroxybenzoat in kosmetischen M itteln. 
   2.     Definition 
          Die nach diesem Verfahren ermittelten Geh alte an 
          Konservierungsstoffen werden in Prozent ( % m/m) angegeben. 
   3.     Kurzbeschreibung 
          Nach dem Ansäuern mit Schwefelsäure wird die Probe in 
          einer Mischung aus Ethanol und Wasser sus pendiert. Die 
          Mischung wird vorsichtig bis zum Schmelze n der Lipidphase 
          erwärmt, um die quantitative Extraktion z u gewährleisten. 
          Nach der Filtration wird der Gehalt an 
          Konservierungsstoffen durch 
          Hochleistungsflüssigkeitschromatographie (HPLC) mit 
          Umkehrphase und Isopropyl-4-hydroxybenzoa t als innerem 
          Standard bestimmt. 
   4.     Reagenzien 
   4.1.   Allgemeines 
          Alle Reagenzien müssen analysenrein und, wo erforderlich, 
          für die HPLC geeignet sein. Wasser muß de stilliert sein 
          oder zumindest gleichwertige Reinheit auf weisen. 
   4.2.   Absolutes Ethanol 
   4.3.   2-Phenoxyethanol 
   4.4.   1-Phenoxypropan-2-ol 
   4.5.   Methyl-4-hydroxybenzoat (Methylparaben) 
   4.6.   Ethyl-4-hydroxybenzoat (Ethylparaben) 
   4.7.   n-Propyl-4-hydroxybenzoat (Propylparaben)  
   4.8.   Isopropyl-4-hydroxybenzoat (Isopropylpara ben) 
   4.9.   n-Butyl-4-hydroxybenzoat (Butylparaben) 
   4.10.  Benzyl-4-hydroxybenzoat (Benzylparaben) 
   4.11.  Tetrahydrofuran 
   4.12.  Methanol 
   4.13.  Acetonitril 
   4.14.  Schwefelsäure, c(H2SO4)= 2 mol/l 
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   4.15.  Ethanol/Wasser-Mischung 
          9 Volumenteile Ethanol (4.2) werden mit 1  Volumenteil 
          Wasser gemischt. 
   4.16.  Lösung des inneren Standards 
          Ungefähr 0,25 g Isopropylparaben (4.8) we rden in einen 
          500-ml-Meßkolben eingewogen, in der 
          Ethanol/Wasser-Mischung (4.15) gelöst und  zur Marke 
          aufgefüllt. 
   4.17.  Mobile Phase 
          5 Volumenteile Tetrahydrofuran, 60 Volume nteile Wasser, 
          10 Volumenteile Methanol und 25 Volumente ile Acetonitril 
          werden gemischt. 
   4.18.  Stammlösung der Konservierungsstoffe 
          Ungefähr 0,2 g 2-Phenoxyethanol, 0,2 g 
          1-Phenoxypropan-2-ol, 0,05 g Methylparabe n, 0,05 g 
          Ethylparaben, 0,05 g Propylparaben, 0,05 g Butylparaben 
          und 0,025 g Benzylparaben werden in einen  100-ml-Meßkolben 
          genau eingewogen, gelöst und mit der 
          Ethanol/Wasser-Mischung zur Marke aufgefü llt. 
          Die Lösung wird im Kühlschrank aufbewahrt  und ist eine 
          Woche lang haltbar. 
   4.19.  Standardlösungen der Konservierungsstoffe  
          Von der Stammlösung (4.18) werden 20,00 m l, 10,00 ml, 
          5,00 ml, 2,00 ml bzw. 1,00 ml in eine Rei he von 
          50-ml-Meßkolben pipettiert. Nach Zusatz v on jeweils 
          10,00 ml der Lösung des inneren Standards  (4.16) und 
          1,0 ml Schwefelsäure (4.14) wird mit der 
          Ethanol/Wasser-Mischung zur Marke aufgefü llt und gemischt. 
          Die Lösungen sind frisch herzustellen. 
   5.     Geräte 
          Normale Laborausstattung und 
   5.1.   Wasserbad, auf 60 Grad C +- 1 Grad C eins tellbar 
   5.2.   Hochleistungsflüssigkeitschromatograph mi t UV-Dektektor 
          (Anm.: richtig: Detektor), Wellenlänge 28 0 nm 
   5.3.   Analytische Trennsäule 
          Material: Edelstahl, Länge: 12,5 cm oder 25 cm, 
          Innendurchmesser: 4,6 mm, aktiver Festkör per: Mit 
          Octadecylgruppen modifiziertes Kieselgel 
          (Nucleosil 5 Cl8 oder gleichwertiges Erze ugnis (siehe 
          10.1)) 
   5.4.   Erlenmeyerkolben mit Schliffstopfen, 100 ml 
   5.5.   Siedesteinchen (Karborund), Größe 2 bis 4  mm, oder 
          gleichwertiges Material 
   6.     Durchführung 
   6.1.   Vorbereitung der Probe 
   6.1.1. Vorbereitung der Probe ohne Zugabe des in neren Standards 
          Ungefähr 1 g der Probe wird in einen 
          100-ml-Erlenmeyerkolben eingewogen. Nach Zusatz von 
          1,00 ml Schwefelsäure (4.14) und 50,0 ml der 
          Ethanol/Wasser-Mischung (4.15) sowie unge fähr 1 g 
          Siedesteinchen (5.5) wird der verschlosse ne Kolben kräftig 
          geschüttelt, bis eine homogene Suspension  entstanden ist, 
          mindestens jedoch 1 Minute. Zur Verbesser ung der 
          Extraktion wird der Kolben 5 Minuten im W asserbad (5.1) 
          auf 60 Grad C +- 1 Grad C erwärmt. 
          Danach wird der Kolben sofort unter fließ endem Wasser 
          abgekühlt und anschließend eine Stunde la ng im Kühlschrank 
          aufbewahrt. Der Extrakt wird durch einen Papierfilter 
          filtriert. Etwa 2 ml des Filtrats werden in ein 
          5-ml-Probenfläschchen übergeführt und im Kühlschrank 
          aufbewahrt. Die HPLC-Bestimmung ist inner halb von 
          24 Stunden nach Herstellung der Probelösu ng durchzuführen. 
   6.1.2. Vorbereitung der Probe unter Zugabe des i nneren Standards 
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          1,0 g +- 0,1 g (a Gramm) der Probe wird a uf drei 
          Dezimalstellen genau in einen 100-ml-Erle nmeyerkolben 
          eingewogen. 
          Nach Zusatz von 1,00 ml Schwefelsäure und  40,0 ml der 
          Ethanol/Wasser-Mischung sowie ungefähr 1 g Siedesteinchen 
          und genau 10,00 ml der Lösung des inneren  Standards (4.16) 
          wird der verschlossene Kolben kräftig ges chüttelt, bis 
          eine homogene Suspension entstanden ist, mindestens jedoch 
          1 Minute. Zur Verbesserung der Extraktion  wird der Kolben 
          5 Minuten im Wasserbad auf 60 Grad C +- 1  Grad C erwärmt. 
          Danach wird der Kolben sofort unter fließ endem kaltem 
          Wasser abgekühlt und anschließend eine St unde lang im 
          Kühlschrank aufbewahrt. Der Extrakt wird durch ein 
          Papierfilter filtriert. 
          Etwa 2 ml des Filtrats werden in ein 5-ml -Probenfläschchen 
          übergeführt (Prüflösung) und im Kühlschra nk aufbewahrt. 
          Die HPLC-Bestimmung ist innerhalb von 24 Stunden nach 
          Herstellung der Prüflösung durchzuführen.  
   6.2.   Hochleistungsflüssigkeitschromatographie 
   6.2.1. Bedingungen für die Chromatographie 
          - Mobile Phase: 
            Tetrahydrofuran/Wasser/Methanol/Acetoni tril-Mischung 
            (4.17) 
          - Volumenstrom der mobilen Phase: 1,5 ml/ min 
          - Detektionswellenlänge: 280 nm 
   6.2.2. Kalibrierung 
          10 myl jeder der Standardlösungen der Kon servierungsstoffe 
          (4.19) werden chromatographiert, die Chro matogramme 
          aufgezeichnet und die Peakhöhen ermittelt . Für jede 
          Standardlösung wird das Verhältnis zwisch en den Peakhöhen 
          der zu bestimmenden Konservierungsstoffe und der des 
          inneren Standards ermittelt. Es wird für jeden 
          Konservierungsstoff eine Kalibrierkurve g ezeichnet, indem 
          das Peakhöhenverhältnis in Abhängigkeit v on der 
          Konzentration des Konservierungsstoffes a ufgetragen wird, 
          oder es wird die Regressionsgerade berech net. Man 
          vergewissert sich, daß sich für die Stand ardlösungen eine 
          lineare Kurve ergibt. 
   6.2.3. Bestimmung 
          Jeweils 10 myl der Probelösung ohne inner en Standard 
          (6.1.1) und einer der Standardlösungen de r 
          Konservierungsstoffe (4.19) werden chroma tographiert und 
          die Chromatogramme aufgezeichnet. Die Chr omatogramme der 
          Probe- und der Standardlösung werden verg lichen. 
          Falls das Chromatogramm der Probelösung ( 6.1.1) keinen 
          Peak mit der Retentionszeit des empfohlen en inneren 
          Standards Isopropylparaben zeigt, werden 10 myl der 
          Probelösung mit innerem Standard (6.1.2) 
          chromatographiert, das Chromatogramm aufg ezeichnet und die 
          Peakhöhen ermittelt. 
          Falls im Chromatogramm der Probelösung (6 .1.1) ein 
          störender Peak erscheint, der etwa diesel be Retentionszeit 
          wie Isopropylparaben aufweist, ist ein an derer geeigneter 
          innerer Standard zu wählen. 
          Als innerer Standard kann einer der zu be stimmenden 
          Konservierungsstoffe verwendet werden, de r nicht auf dem 
          Chromatogramm der Probelösung erscheint. 
          Es wird das Verhältnis zwischen den Peakh öhen der zu 
          bestimmenden Konservierungsstoffe und der  des inneren 
          Standards ermittelt. 
          Für die Standardlösung soll die Eichkurve  eine Gerade 
          bilden. 
          Die Chromatogramme der Standardlösungen u nd der 
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          Probelösung sollen folgende Bedingungen e rfüllen: 
          - Peakauflösung p: Die Peakauflösung des am schlechtesten 
            getrennten Paares soll mindestens 0,90 betragen (zur 
            Definition der Peakauflösung s. Abb. 1) . 
                    (Anm.: Abbildung nicht darstell bar!) 
            Falls die erforderliche Auflösung nicht  erreicht wird, 
            verwendet man entweder eine leistungsfä higere Säule oder 
            verändert die Zusammensetzung der mobil en Phase, bis die 
            Bedingung erfüllt ist. 
          - Peakasymmetrie: Der Asymmetriefaktor A tief s 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 Papiervorschu ß mindestens 
            2 cm/min betragen. 
                    (Anm.: Abbildung nicht darstell bar!) 
          - Basislinie: Die Basislinie sollte stabi l sein. 
   7.     Berechnung 
          Unter Verwendung der Verhältnisse zwische n den Peakhöhen 
          der zu bestimmenden Konservierungsstoffe und der Peakhöhe 
          des inneren Standards wird die Konzentrat ion der 
          Konservierungsstoffe in der Prüflösung au s der 
          Kalibierkurve (6.2.2) abgelesen bzw. aus der Gleichung für 
          die Regressionsgerade berechnet. Der Geha lt w tief i an 
          2-Phenoxyethanol, 1-Phenoxypropan-2-ol, 
          Methyl-4-hydroxybenzoat, Ethyl-4-hydroxyb enzoat, 
          Propyl-4-hydroxybenzoat, Butyl-4-hydroxyb enzoat und 
          Benzyl-4-hydroxybenzoat in Prozent (% m/m ) der Probe wird 
          nach folgender Formel berechnet: 
                                        b tief i 
                     % w tief i (m/m) = -------- 
                                        200 x a 
          wobei: 
          b tief i = aus der Kalibrierkurve abgeles ene Konzentration 
                     des Konservierungsstoffes i in  der Prüflösung 
                     (6.1.2) in Mikrogramm je Milli liter bzw. der 
                     aus der Gleichung für die Regr essionsgerade 
                     berechnete Wert 
          a        = Einwaage der untersuchten Prob e (6.1.2) in 
                     Gramm 
   8.     Wiederholbarkeit *1) 
          Siehe Bemerkungen unter 10.5 
   9.     Vergleichbarkeit *1) 
          Siehe Bemerkungen unter 10.5 
   10.    Bemerkungen 

   10.1.  Stationäre Phase 

          Des Retentionsverhalten der Substanzen ist stark abhängig vom Typ, der Handelsmarke und der 
Vorgeschichte der Trennsäule (stationäre Phase). Ob eine Säule für die Trennung der zu bestimmenden 
Konservierungsstoffe geeignet ist, kann aus den für die Standardlösungen gewonnenen Ergebnissen geschlossen 
werden (siehe Bemerkungen unter 6.2.3). Neben der vorgeschlagenen Handelsmarke sind auch die 
Füllmaterialien Hypersil ODS und Zorbax ODS als stationäre Phasen geeignet. 

          Alternativ kann auch die Zusammensetzung der mobilen Phase zur Erzielung der geforderten Auflösung 
optimiert werden. 

   10.2.  Detektionswellenlänge 

          Der Robustheitstest (ruggedness test) mit der beschriebenen Methode hat ergeben, daß eine geringfügige 
Änderung der Detektionswellenlänge sich signifikant auf die Ergebnisse der Bestimmung auswirken kann. Bei 
der Analyse muß daher dieser Parameter sorgfältig kontrolliert werden. 

   10.3.  Interferenzen 

          Unter den Bedingungen der beschriebenen Methode werden auch viele andere Substanzen, wie weitere 
Konservierungsstoffe und kosmetische Zusatzstoffe, eluiert. Retentionszeiten für eine Vielzahl der im Anhang 
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VI der Richtlinie des Rates über kosmetische Mittel erwähnten Konservierungsstoffe findet man in N. De Kruijf, 
M.A.H. Rijk, L.A. Pranato-Soetardhi und A. Schouten: 

          Determination of preservatives in cosmetic products II. High performance liquid chromatographic 
identification (J. Chromatogr. 469, 317-328 (1989)). 

   10.4.  Zum Schutz der Trennsäule empfiehlt sich die Verwendung einer geeigneten Vorsäule. 

   10.5.  Die Methode ist in einem Ringversuch unter Beteiligung von 9 Laboratorien an drei kosmetischen 
Erzeugnissen untersucht worden. In der folgenden Tabelle sind für jede der drei Proben der Mittelwert m in 
Prozent (% m/m), die Wiederholbarkeit r und die Vergleichbarkeit R für die jeweils ermittelten Analyten 
aufgelistet: 
 

(Anm.: Tabelle nicht darstellbar!) 
 

--------- 

*1) ISO 5725. 
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