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546. Verordnung: Kosmetik-Analysenverordnung
[CELEX-Nr.: 395L0032]

546. Verordnung der Bundesministerin fir Gesundheit und Konsumentenschutz, mit der
die Verordnung Uber Analysenmethoden zur Kontrolle der Zusammensetzung der kos-
metischen Mittel (Kosmetik—Analysenverordnung) geandert wird

Auf Grund der 88 27 Abs. 1 und 42 Abs. 4 des Lebensmittelgesetzes 1975, BGBI. Nr. 86, zuletzt
geandert durch das Bundesgesetz BGBI. Nr. 1105/1994, wird verordnet:

Die Kosmetik-Analysenverordnung, BGBI. Nr. 95/1995, wird wie folgt geandert:
Dem § 1 werden folgende Z 36 und 37 angeflgt:

»36. den Nachweis und die quantitative Bestimmung von Benzoesdaure, 4- Hydroxybenzoesaure
Sorbinsdure, Salicylsaure und Propionsaure (Anlage 36),

37. den Nachweis und die quantitative Bestimmung von Hydrochinon, Hydrochinonmonomethyl-
ether, Hydrochinonmonoethylether und Hydrochinonmonobenzylether (Anlage 37)" y

Krammer

Anlage 36

NACHWEIS UND BESTIMMUNG VON BENZOESAURE, 4-HYDROXY-
BENZOESAURE, SORBINSAURE, SALICYLSAURE UND PROPIONSAURE IN
KOSMETISCHEN MITTELN

1. Zweck und Anwendungsbereich

Diese Methode beschreibt ein Verfahren zum Nachweis und zur Bestimmung von Benzoesaure,
4-Hydroxybenzoeséaure, Sorbinsdure, Salicylsdure und Propionsaure in kosmetischen Mitteln.
Die Methode gliedert sich in Verfahren

— zum Nachweis dieser Konservierungsstoffe,
— zur Bestimmung von Benzoesaure, 4-Hydroxybenzoesaure, Sorbinsdure und Salicylsaure,
— zur Bestimmung von Propionsaure.

2. Definition

Der nach diesen Verfahren ermittelte Gehalt an Benzoesaure, 4-Hydroxybenzoeséaure, Sorbin-
séure, Salicylsaure und Propionsaure wird in Prozent (% m/m) an freier S&ure angegeben.

A. NACHWEIS

1. Kurzbeschreibung

Im Anschlu3 an eine Saure/Base-Extraktion der Konservierungsstoffe wird der Extrakt mittels
DC und Reaktionschromatographie (,On-plate-Derivatisierung“) analysiert. In Abhangigkeit
vom Ergebnis erfolgt eine Bestatigung des Nachweises durch HPLC oder, im Fall von Propion-
saure, durch GC.
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2. Reagenzien

2.1. Alle Reagenzien missen analysenrein sein. Wasser muf3 destilliert sein oder zumindest gleich-
wertige Reinheit aufweisen.

2.2. Aceton

2.3. Diethylether

2.4, Acetonitril

2.5. Toluen

2.6. n-Hexan

2.7. Flissiges Paraffin

2.8. Salzsaure, 4 M

2.9. Kalilauge, 4 M

2.10.  Calciumchlorid, Cag¢l 2 HO
2.11.  Lithiumcarbonat, LCO,
2.12.  2-Brom-2"-acetonaphthon
2.13.  4-Hydroxybenzoesaure
2.14.  Salicylsaure

2.15. Benzoeséaure

2.16.  Sorbinsaure

2.17. Propionsaure

2.18.  Vergleichslésungen

Jeweils 0,1%ige (m/V) Lésungen (100 mg/100 ml) der funf Konservierungsstoffe (2.13 bis
2.17) im Diethylether.

2.19. Derivatisierungsreagenz

0,5%ige (M/V) Lésung von 2-Brom-2 -acetonaphthon (2.12) in Acetonitril (2.4). Die Lésung
muf’ wochentlich frisch hergestellt und im Kihlschrank aufbewahrt werden.

2.20. Katalysator-Ldsung

0,3%ige (m/V) L6sung von Lithiumcarbonat (2.11) in Wasser (300 mg/100 ml). Diese L6sung
mul? frisch hergestellt werden.

2.21.  FlieBmittel
Toluen (2.5)/Aceton (2.2), 20+ 0,5 (V + V)
2.22.  Tauch-Ldsung
Flissiges Paraffin (2.7)/n-Hexan (2.6), 1 + 2 (V + V)

3. Gerate

Normale Laborausstattung und
3.1. Wasserbad, auf 60 °C konstant einstellbar
3.2. Chromatographiekammer

3.3. UV-Lampe, 254 und 366 nm

3.4. DC-Fertigplatten (200 mm x 200 mm)
Sorbensschicht: Kieselgel 60 ohne Fluoreszenzindikator
Schichtdicke: 0,25 mm mit Konzentrierungszone 25 mm x 200 mm (Merck 11845 oder gleich-
wertiges Erzeugnis)

3.5. Mikroliterspritze, 10 pl
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Mikroliterspritze, 25 pl
Trockenschrank, bis auf 105 °C konstant einstellbar
Erlenmeyerkolben mit Schliffstopfen, 50 ml und 200 ml

Papierfilter, Durchmesser 90 mm (Schleicher und Schull, Wei3band Nr. 5892, oder gleichwerti-
ges Erzeugnis)

Universal pH-Indikatorpapier, pH 1-11
Probenflaschchen, 5 ml
Rotationsverdampfer

Heizplatte

Durchfuhrung
Vorbereitung der Probe

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

Bei stark basischen Erzeugnissen, wie Feinseife, werden 20 Tropfen 4 M Salzsaure (2.8) hinzu-
gefligt. Der mit Indikatorpapier (3.10) gemessene pH-Wert soll ungefahr 2 betragen.

Der Erlenmeyerkolben wird verschlossen und eine Minute lang kréaftig geschuttelt. Notfalls
kann die Mischung vorsichtig bis auf 60 °C erwarmt werden, damit die Fettphase schmilzt und
die Extraktion der Konservierungsstoffe in die Aceton-Phase erleichtert wird.

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

Nach Zusatz von 1 g Calciumchlorid (2.10) wird die Mischung kréftig geschuttelt und danach
durch ein Papierfilter (3.9) in einen 250-ml-Scheidetrichter, der 75 ml Diethylether (2.3) enthalt,
filtriert. Die Mischung wird eine Minute lang kraftig geschdttelt. Nach der Phasentrennung wird
die walrige Phase in einen weiteren 250-ml-Scheidetrichter abgelassen und die Etherphase
verworfen. Mit Hilfe von Indikatorpapier (3.10) wird der pH-Wert der walrigen Losung mit

4 M Salzsaure (2.8) auf ungeféhr 2 eingestellt. Nach Zusatz von 10 ml Diethylether (2.3) wird
die Mischung eine Minute lang kréftig geschuttelt. Nach der Phasentrennung wird die Etherpha-
se in einen Rotationsverdampfer (3.12) Gbergefihrt und die walirige Phase verworfen.

Die Etherphase wird fast zur Trockne eingedampft und der Riickstand in 1 ml Diethylether (2.3)
aufgenommen. Diese Losung wird in ein Probenflaschchen (3.11) Gbergefihrt.

Dunnschichtchromatographie

Entsprechend der Anzahl der zu chromatographierenden Vergleichs- und Probelésungen werden
auf die Startlinie in der Konzentrierungszone der Dlnnschichtplatte in gleichen Abstanden je
3 ul Lithiumcarbonatlésung (2.20) mit einer Mikroliterspritze (3.5) aufgetragen. Die Dinn-
schichtplatte wird im Kaltluftstrom getrocknet und anschlieRend auf eine 40 °C warme Heiz-
platte (3.13) gelegt, damit beim nachfolgenden Auftragen der Lésungen die Flecke mdglichst
klein bleiben. Mit einer Mikroliterspritze (3.5) werden von jeder Vergleichslésung (2.18) und
von der Probeldsung (4.1) jeweils 10 pl exakt auf die Startflecke des Lithiumcarbonats aufge-
tragen. SchlieR3lich werden mit der Mikroliterspritze (3.6) exakt auf diese Startflecke jeweils et-
wa 15 pl Derivatisierungsreagenz (2.19) aufgetragen.

Die Diunnschichtplatte wird im Trockenschrank (3.7) 45 Minuten lang bei 80 °C erwarmt. Nach
dem Abkihlen wird die Dinnschichtplatte in die vorher fur 15 Minuten mit dem Flie@mittel
(2.21) aquilibrierte Chromatographiekammer (3.2) (ohne Filterpapier) gestellt und bis zu einer
Hohe von 15 cm entwickelt (Zeitdauer etwa 80 Minuten).

Die Dunnschichtplatte wird im Kaltluftstrom getrocknet und im UV-Licht (3.3) betrachtet. Die
Fluoreszenz der schwachen Flecke kann durch Tauchen der Diinnschichtplatte in flissiges Pa-
raffin/n-Hexan (2.22) verstarkt werden.
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Auswertung
Der R-Wert wird fur jeden Fleck berechnet.

Die fur die Probeldsung erhaltenen Flecke werden mit denen der Vergleichslésungen im Hin-
blick auf ihre R-Werte und ihr Verhalten im UV-Licht verglichen.

Im Ergebnis dieses Vergleichs wird eine vorlaufige SchluR3folgerung gezogen, ob und welche
Konservierungsstoffe vorliegen.

Man fiihrt die im folgenden Abschnitt B beschriebene HPLC oder, im Fall der Propionséaure, die
im Abschnitt C beschriebene GC durch und vergleicht die Retentionszeiten der Probenpeaks mit
denen der Vergleichslésungen.

Der Nachweis der Konservierungsstoffe wird abschlie3end durch Kombination der Ergebnisse
der DC und der HPLC bzw. GC gefihrt.

BESTIMMUNG VON BENZOESAURE, 4-HYDROXYBENZOESAURE, SORBINSAURE
UND SALICYLSAURE

Kurzbeschreibung

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

Reagenzien

Alle Reagenzien mussen analysenrein und, wo erforderlich, fur die HPLC geeignet sein. Wasser
muf destilliert sein oder zumindest gleichwertige Reinheit aufweisen.

Absolutes Ethanol
4-Hydroxybenzoesaure
Salicylsaure

Benzoesaure

Sorbinséure

Natriumacetat, Ci£OONa - 3HO
Essigsaure,d = 1,05 g/ml
Acetonitril

Schwefelsaure, 2 M

Kalilauge, 0,2 M
2-Methoxybenzoesaure
Ethanol/Wasser-Mischung

9 Volumenteile Ethanol (2.2) werden mit 1 Volumenteil Wasser (2.1) gemischt.
Ldsung des inneren Standards

Ungefahr 1 g 2-Methoxybenzoeséaure (2.12) wird in 500 ml Ethanol/Wasser-Mischung (2.13)
gelost.

Mobile Phase

Acetatpuffer: 6,35 g Natriumacetat (2.7) und 20,0 ml Essigsaure (2.8) werden in 1| Wasser
gelost.

Mobile Phase: 9 Volumenteile Acetatpuffer (2.15.1) und 1 Volumenteil Acetonitril (2.9) wer-
den gemischt.
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Stammlésung der Konservierungsstoffe

Ungeféhr 0,05 g 4-Hydroxybenzoesaure (2.3), 0,2 g Salicylsaure (2.4), 0,2 g Benzoesaure (2.5)
und 0,05 g Sorbinséure (2.6) werden in einen 50-ml-Mef3kolben genau eingewogen und mit der
Ethanol/Wasser-Mischung (2.13) zur Marke aufgefullt. Die Losung wird im Kuhlschrank auf-
bewahrt und ist eine Woche lang haltbar.

Standardlésungen der Konservierungsstoffe

Von der Stammlésung (2.16) werden 8,00, 4,00, 2,00, 1,00 bzw. 0,50 ml in eine Reihe von
20-ml-Mef3kolben pipettiert. Nach Zusatz von jeweils 10,00 ml der Losung des inneren Stan-
dards (2.14) mittels Pipette und 0,5 ml 2 M Schwefelsaure (2.10) wird mit der Ethanol/Wasser-
Mischung (2.13) zur Marke aufgefullt und gemischt. Die Losungen sind frisch herzustellen.
Geréate

Normale Laborausstattung und

Wasserbad, auf 60 °C konstant einstellbar

Hochleistungsflissigkeitschromatograph mit UV-Detektor mit variabler Wellenlange und mit
10 pl-Probenschleife

Analytische Trennsaule
Material: Edelstahl

Lange: 12,5 bis 25 cm
Innendurchmesser: 4,6 mm

Aktiver Festkorper: Mit Octadecylgruppen modifiziertes Kieselgel (Nucleosil 5 C18 oder
gleichwertiges Erzeugnis)

Papierfilter, Durchmesser 90 mm (Schleicher und Schull, Wei3band Nr. 5892, oder gleichwerti-
ges Erzeugnis)

Erlenmeyerkolben, 50 ml
Probenflaschchen, 5 ml
Siedesteinchen (Karborund), GréRe 2 bis 4 mm, oder gleichwertiges Material

Durchfuhrung
Vorbereitung der Probe
Vorbereitung der Probe ohne Zugabe des inneren Standards

1g der Probe wird in einen 50-ml-Erlenmeyerkolben (3.5) eingewogen. Nach Zusatz von
1,00 ml 2 M Schwefelsaure (2.10) und 40,0 ml der Ethanol/Wasser-Mischung (2.13) sowie un-
gefahr 1 g Siedesteinchen (3.7) wird der verschlossene Kolben kraftig geschuttelt, bis eine ho-
mogene Suspension entstanden ist, mindestens jedoch 1 Minute. Zur Verbesserung der Extrak-
tion wird der Kolben genau 5 Minuten im Wasserbad (3.1) auf 60 °C erwarmt. Danach wird der
Kolben sofort unter flieBendem kaltem Wasser abgekiihlt und anschlieRend eine Stunde lang bei
5 °C aufbewahrt. Der Extrakt wird durch ein Papierfilter (3.4) filtriert. Etwa 2 ml des Filtrats
werden in ein Probenflaschchen (3.6) Ubergefuhrt und bei 5 °C aufbewahrt.

Die HPLC-Bestimmung ist innerhalb von 24 Stunden nach Herstellung der Probelésung durch-
zufiihren.

Vorbereitung der Probe unter Zugabe des inneren Standards

1g+£0,1g (a Gramm) der Probe wird auf drei Dezimalstellen genau in einen 50-ml-
Erlenmeyerkolben (3.5) eingewogen. Nach Zusatz von 1,00 ml 2 M Schwefelsdure (2.10) und
30,0 ml der Ethanol/Wasser-Mischung (2.13) sowie ungeféhr 1 g Siedesteinchen (3.7) und
10,00 ml der Lésung des inneren Standards (2.14) wird der verschlossene Kolben kraftig ge-
schittelt, bis eine homogene Suspension entstanden ist, mindestens jedoch 1 Minute. Zur Ver-
besserung der Extraktion wird der Kolben genau 5 Minuten im Wasserbad (3.1) auf 60 °C er-
warmt. Danach wird der Kolben sofort unter flieBendem kaltem Wasser abgekihlt und anschlie-
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Rend eine Stunde lang bei 5 °C aufbewahrt. Der Extrakt wird durch ein Papierfilter (3.4) filtriert.
Etwa 2 ml des Filtrats werden in ein Probenflaschchen (3.6) tUbergefiihrt und bei 5 °C aufbe-
wahrt.

Die HPLC-Bestimmung ist innerhalb von 24 Stunden nach Herstellung der Probelésung durch-
zufiihren.

Hochleistungsflissigkeitschromatographie

Bedingungen fir die Chromatographie

Mobile Phase: Acetonitril/Acetatpuffer (2.15.2)
Volumenstrom der mobilen Phase: 2,0 ml/min £ 0,5 ml/min
Detektionswellenlange: 240 nm

Kalibrierung

10l jeder der 5 Standardlésungen der Konservierungsstoffe (2.17) werden chromatographiert,
das Chromatogramm aufgezeichnet und die Peakhéhen ermittelt.

Fur jede Standardldsung wird das Verhdltnis zwischen der Peakhdhe des zu bestimmenden
Konservierungsstoffes und der des inneren Standards ermittelt. Es wird eine Kalibrierkurve ge-

zeichnet, indem das Peakhdhenverhéltnis in Abhangigkeit von der Konzentration des Konser-

vierungsstoffes aufgetragen wird, oder es wird die Regressionsgerade berechnet.

Man vergewissert sich, dald sich fur die Standardldsungen eine lineare Kurve ergibt.
Bestimmung

Jeweils 1Qul der Probelésung (4.1.1) und einer der Standardlésungen der Konservierungsstoffe
(2.17) werden chromatographiert und die Chromatogramme aufgezeichnet.

Die Chromatogramme der Probe- und der Standardlésung werden verglichen. Falls das Chro-
matogramm der Probeldsung (4.1.1) keinen Peak mit der Rententionszeit des empfohlenen inne-
ren Standards 2-Methoxybenzoeséaure zeigt, werden 10 pl der Probelésung (4.1.2) chromatogra-
phiert und das Chromatogramm aufgezeichnet.

Falls im Chromatogramm der Probelésung (4.1.1) ein stdrender Peak erscheint, der dieselbe
Retentionszeit wie 2-Methoxybenzoesaure aufweist, ist ein anderer geeigneter innerer Standard
zu wahlen. Als innerer Standard kann einer der zu bestimmenden Konservierungsstoffe verwen-
det werden, der nicht auf dem Chromatogramm der Probelésung erscheint.

Die Chromatogramme der Standardldsung und der Probel6sung sollen folgende Bedingungen
erfullen:

— Peakauflésung: Die Peakauflosung soll mindestens 0,90 betragen (zur Definition der Peak-
auflésung siehe Abbildung 1).

S ——

Abbildung 1: Peakauflosung
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Falls die erforderliche Aufldsung nicht erreicht wird, verwendet man entweder eine lei-
stungsfahigere Saule oder veréndert die Zusammensetzung der mobilen Phase, bis die Bedin-
gung erfullt ist.

— Peakasymmetrie: Der Asymmetriefaktog ll 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.

Abbilduny 2: Asymmetriefaktor Ag

— Basislinie: Die Basislinie sollte stabil sein.

Berechnung

Unter Verwendung der Verhaltnisse zwischen den Peakhthen der zu bestimmenden Konservie-
rungsstoffe und der Peakhdhe der 2-Methoxybenzoeséaure (innerer Standard) wird die Konzen-
tration der Konservierungsstoffe aus der Kalibrierkurve abgelesen bzw. aus der Gleichung fir
die Regressionsgerade berechnet. Der Gehalt an Benzoesaure, 4-Hydroxybenzoesaure, Sorbin-
saure und Salicylsdure in Prozenj @er Probe wird nach folgender Formel berechnet:

100[20b _ b
10°@  5000&

Xi % (m/m) =

a = Einwaage der untersuchten Probe (4.1.2) in Gramm

b = aus der Kalibrierkurve abgelesene Konzentration des Konservierungsstoffes in der Probe-
l[6sung (4.1.2) in Mikrogramm je Milliliter bzw. der aus der Gleichung fiir die Regressi-

onsgerade berechnete Wert

Wiederholbarkeit ()

Bei einem 4-Hydroxybenzoesauregehalt von 0,40% (m/m) diurfen die Ergebnisse zweier an
derselben Probe parallel durchgefiihrter Bestimmungen um nicht mehr als 0,035% (m/m) von-
einander abweichen.

Bei einem Benzoesauregehalt von 0,50% (m/m) durfen die Ergebnisse zweier an derselben
Probe parallel durchgefuhrter Bestimmungen um nicht mehr als 0,05% (m/m) voneinander ab-
weichen.

Bei einem Salicylsduregehalt von 0,50% (m/m) dirfen die Ergebnisse zweier an derselben Pro-
be parallel durchgefuhrter Bestimmungen um nicht mehr als 0,045% (m/m) voneinander abwei-

chen.

() 1ISO 5725
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Bei einem Sorbinséuregehalt von 0,60% (m/m) dirfen die Ergebnisse zweier an derselben Probe
parallel durchgefiihrter Bestimmungen um nicht mehr als 0,035% (m/m) voneinander abwei-
chen.

Bemerkungen

Der Robustheitstest (ruggedness test) mit dieser Methode ergab, daf? die fur die Extraktion der
Konservierungsstoffe vorgeschriebene Menge an Schwefelsaure das Ergebnis beeinflussen kann
und die Einwaage der Probe in den angegebenen Grenzen erfolgen muf3.

Falls erforderlich, kann eine geeignete Vorsaule verwendet werden.

BESTIMMUNG VON PROPIONSAURE

Zweck und Anwendungsbereich

Diese Methode bechreibt ein Verfahren zur Bestimmung von Propionsdure bis zu einer
Hochstkonzentration von 2% (m/m) in kosmetischen Mitteln.

Definition

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

Kurzbeschreibung

Nach Extraktion der Propionsaure aus dem Erzeugnis wird die Bestimmung mittels Gaschro-
matographie unter Verwendung von 2-Methylpropionséure als innerer Standard durchgefthrt.
Reagenzien

Alle Reagenzien missen analysenrein sein. Wasser muf3 destilliert sein oder zumindest gleich-
wertige Reinheit aufweisen.

Ethanol, 96% (V/V)
Propionsaure
2-Methylpropionsaure
Orthophosphorsaure, 10% (m/V)
Propionsaure-Standardlésung

Ungefahr 1,00 g (p Gramm) Propionsaure wird genau in einen 50-ml-MeR3kolben eingewogen
und mit Ethanol (4.1) zur Marke aufgefllt.

Lésung des inneren Standards

Ungefahr 1,00 g (e Gramm) 2-Methylpropionsaure wird genau in einen 50-ml-Mef3kolben ein-
gewogen und mit Ethanol (4.1) zur Marke aufgefiillt.

Geréate

Normale Laborausstattung und

Gaschromatograph mit Flammenionisationsdetektor
Reagenzglas, 20 ml, mit Schliffstopfen

Wasserbad, auf 60 °C konstant einstellbar

10-ml-Glasspritze mit Membranfiltereinheit, 0j45

Durchfuhrung

Vorbereitung der Probe
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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 Phosphorséaure (4.4) und 9,5 ml Ethanol (4.1) wird das verschlossene Reagenzglas kraf-
tig geschittelt. Zur Verbesserung der Extraktion (Schmelzen der Fettphase) wird das Reagenz-
glas 5 Minuten im Wasserbad (5.4) auf 60 °C erwarmt. Danach wird das Reagenzglas sofort
unter flieBendem kaltem Wasser abgekuhlt. Ein Teil des Extraktes wird durch ein Membranfilter
(5.5) filtriert.

Das Filtrat ist am selben Tag zu chromatographieren.
Vorbereitung der Probe unter Zugabe des inneren Standards

19 +£0,1g der Probe wird auf drei Dezimalstellen genau in ein Reagenzglas mit Schliffstopfen
(5.3) eingewogen. Nach Zusatz von 0,50 ml Phosphorsaure (4.4), 0,50 ml der Lésung des inne-
ren Standards (4.6) und 9 ml Ethanol (4.1) wird das verschlossene Reagenzglas kraftig ge-
schittelt. Zur Verbesserung der Extraktion (Schmelzen der Fettphase) wird das Reagenzglas
5 Minuten im Wasserbad (5.4) auf 60 °C erwarmt. Danach wird das Reagenzglas sofort unter
flieBendem kaltem Wasser abgekuhlt. Ein Teil des Extraktes wird durch ein Mebranfilter (5.5)
filtriert.

Das Filtrat ist am selben Tag zu chromatographieren.
Bedingungen fiir die Gaschromatographie
Folgende Betriebsbedingungen werden empfohlen:

Saule:
Material Edelstahl
Lange 2m

Innerer Durchmesser Y¥" (~ 3 mm)
Fester Trager Chromosorb W AW, 100-120 msh

Stationére Flussigphase 10% Polyethylenglycol 20 000 fir Sauréd (®P0 oder gleich-
wertiges Erzeugnis) und 1%,PO,

Temperatur:
Injektor 200 °C
Saule 120 °C
Detektor 200 °C
Tragergas:
Stickstoff

Volumenstrom: 25 ml/min
Chromatographie
Kalibrierung

In eine Reihe von 20-ml-MeRkolben werden 0,25, 0,50, 1,00, 2,00 bzw. 4,00 ml Propionsaure-
I6sung (4.5) pipettiert. Nach Zusatz von 1,00 ml der Lésung des inneren Standards (4.6) mittels
Pipette wird mit Ethanol (4.1) zur Marke aufgefillt und gemischt. Diese Losungen enthalten

e mg/ml 2-Methylpropionsaure als inneren Standard (dh. 1 mg/ml, wenn e = 1,000) und p/4, p/2,
p, 2p bzw. 4p mg/ml Propionséaure (dh. 0,25, 0,50, 1,00, 2,00 bzw. 4,00 mg/ml, wenn p =1,000).

1 ul jeder dieser Standardlésungen wird chromatographiert, das Chromatogramm aufgezeichnet
und die Peakflachen ermittelt.

316
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Jede Lésung wird dreimal chromatographiert und der Mittelwert fir das Peakflachenverhaltnis
berechnet

Es wird eine Kalibrierkurve gezeichnet, indem das Verhéltnis der Masse von Propionsaure zu 2-
Methylpropionsdure als Abszisse und das Verhdltnis der entsprechenden Peakflache als Ordi-
nate aufgetragen werden, oder es wird die Regressionsgerade berechnet.

Bestimmung

Jeweils 1ul der Probelésung (6.1.1) und einer der Standardlésungen (6.3.1) werden chromato-
graphiert und die Chromatogramme aufgezeichnet.

Die Chromatogramme der Probe- und der Standardlésungen werden verglichen. Falls das
Chromatogramm der Probelésung einen Peak mit etwa der gleichen Retentionszeit wie 2-
Methylpropionsdure aufweist, ist ein anderer innerer Standard zu verwenden. Wenn keine In-
terferenz beobachtet wird, wirdul der Probelésung (6.1.2) chromatographiert, das Chromato-
gramm aufgezeichnet und die Peakflachen der Propionsaure und des inneren Standards ermit-
telt.

Die Probelésung wird dreimal chromatographiert und der Mittelwert fiir das Peakflachenver-
haltnis berechnet.
Berechnung

Aus der Kalibrierkurve (6.3.1) wird das Verhaltnis der Masse (K) abgelesen bzw. aus der Glei-
chung fir die Regressionsgerade berechnet, das dem gemaR 6.3.2 berechneten Peakflachenver-
haltnis entspricht.

Der Propionsauregehalt in Prozent (x) der Probe wird unter Verwendung des ermittelten Masse-
verhaltnisses nach folgender Formel berechnet:
KO,SELOOB _k&

50@ a

X % (m/m) =
K = nach 7.1 ermitteltes Masserverhaltnis
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.

Wiederholbarkeit (%)

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

Anlage 37

NACHWEIS UND BESTIMMUNG VON HYDROCHINON, HYDROCHINONMONO-
METHYLETHER, HYDROCHINONMONOETHYLETHER UND HYDROCHINON-
MONOBENZYLETHER IN KOSMETISCHEN MITTELN

NACHWEIS
Zweck und Anwendungsbereich

Diese Methode beschreibt ein Verfahren zum Nachweis von Hydrochinon, Hydrochinonmono-
methylether, Hydrochinonmonoethylether und Hydrochinonmonobenzylether (Monobenzon) in
kosmetischen Mitteln zur Aufhellung der Haut (Hautbleichmittel)

Kurzbeschreibung

Hydrochinon und seine Ether werden mittels Dinnschichtchromatographie (DC) nachgewiesen.

() 1SO 5725.
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Reagenzien

Alle Reagenzien miissen analysenrein sein.
Ethanol, 96% (V/V)

Chloroform

Warnung:

Gefahr ernster Gesundheitsschaden bei langerer Exposition durch Einatmen und durch Ver-
schlucken. Reizt die Haut. Irreversibler Schaden mdaglich.

Hinweis:

Chloroform kann ohne Beeinflussung der Trennleistung des chromatographischen Systems
durchDichlormethanersetzt werden.

Diethylether

FlieRmittel: Chloroform/Diethylether, 66 + 33 (V + V)

Ammoniak-Ldsung, 25% (m/m) {g= 0,91 g/ml)

Ascorbinséure

Hydrochinon

Hydrochinonmonomethylether

Hydrochinonmonoethylether

Hydrochinonmonobenzylether (Monobenzon)

Vergleichslésungen

Die Vergleichslosungen sind frisch herzustellen; sie sind einen Tag lang haltbar.

0,05 g Hydrochinon (3.7) werden in ein graduiertes 10-ml-Reagenzglas eingewogen. Nach
Zusatz von 0,25 g Ascorbinsaure (3.6) und 5 ml Ethanol (3.1) wird die Mischung mit Ammoni-
aklésung (3.5) auf einen pH-Wert von 10 eingestellt. Anschlie3end wird die Mischung mit
Ethanol (3.1) zu 10 ml aufgefiillt.

0,05 g Hydrochinonmonomethylether (3.8) werden in ein graduiertes 10-ml-Reagenzglas ein-
gewogen. Nach Zusatz von 0,25 g Ascorbinséure (3.6) und 5 ml Ethanol (3.1) wird die Mi-
schung mit Ammoniakldsung (3.5) auf einen pH-Wert von 10 eingestellt. AnschlieRend wird die
Mischung mit Ethanol (3.1) zu 10 ml aufgefullt.

0,05 g Hydrochinonmonoethylether (3.9) werden in ein graduiertes 10-ml-Reagenzglas einge-
wogen. Nach Zusatz von 0,25 g Ascorbinsaure (3.6) und 5 ml Ethanol (3.1) wird die Mischung
mit Ammoniakldsung (3.5) auf einen pH-Wert von 10 eingestellt. AnschlieRend wird die Mi-
schung mit Ethanol (3.1) zu 10 ml aufgefllt.

0,05 g Hydrochinonmonobenzylether (3.10) werden in ein graduiertes 10-ml-Reagenzglas ein-
gewogen. Nach Zusatz von 0,25 g Ascorbinséure (3.6) und 5 ml Ethanol (3.1) wird die Mi-
schung mit Ammoniakldsung (3.5) auf einen pH-Wert von 10 eingestellt. AnschlieRend wird die
Mischung mit Ethanol (3.1) zu 10 ml aufgefullt.

Silbernitrat
12-Molybdatophosphorséaure
Kaliumhexacyanoferrat (lll)
Eisen (ll1)-chlorid-hexahydrat
Spruhreagenzien

Einer 5%igen (m/V) walrigen Lésung von Silbernitrat (3.12) wird Ammoniak-Losung (3.5)
hinzugeflgt, bis sich der gebildete Niederschlag wieder auflost.
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Warnhinweis:

Bei langerem Stehen bilden sich explosive Verbindungen. Die Lésung ist daher nach Gebrauch
zu verwerfen.

10%ige (m/V) Lésung von 12-Molybdatophosphorsaure (3.13) in Ethanol (3.1).
Lésung 1: 1%ige (m/V) wéalrige Losung von Kaliumhexacyanoferrat (111) (3.14)
Losung 2: 2%ige (m/V) waldrige Losung von Eisen (lIl)-chlorid (3.15)

Unmittelbar vor Gebrauch werden gleiche Volumina der Losungen 1 und 2 gemischt.

Geréate

Normale Laborausstattung und

Ubliche Ausriistung zur Diinnschichtchromatographie
DC-Fertigplatten (200 mm x 200 mm)

Sorbensschicht: Kieselgel 60 mit Fluoreszenzindikator 254 nm
Schichtdecke: 0,25 mm

Ultraschallbad
Zentrifuge
UV-Lampe, Wellenlange 254 nm

Durchfuhrung
Vorbereitung der Probe

3,0 g der Probe werden in ein graduiertes 10-ml-Reagenzglas eingewogen. Nach Zusatz von
0,25 g Ascorbinsaure (3.6) und 5 ml Ethanol (3.1) wird die Mischung mit Ammoniakldsung
(3.5) auf einen pH-Wert von 10 eingestellt. AnschlieBend wird die Mischung mit Ethanol (3.1)
zu 10 ml aufgeflllt. Das Reagenzglas wird verschlossen und der Inhalt im Ultraschallbad
10 min homogenisiert. Die Mischung wird durch ein Papierfilter filtriert oder bei 3 000 U/min
zentrifugiert.

Dunnschichtchromatographie
Die Chromatographiekammer wird mit dem FlieBmittel (3.4) gesattigt.

Je 7l der Vergleichslésungen (3.11) unduRder Probelosung (5.1) werden auf die Dinn-
schichtplatte aufgetragen. Die Dinnschichtplatte wird bei Raumtemperatur und unter Licht-
schutz bis zu einer Hohe von 150 mm entwickelt.

Die Dunnschichtplatte wird der Kammer enthommen und bei Raumtemperatur aufbewahrt, bis
das FlielBmittel verdunstet ist.

Detektion

Die Dinnschichtplatte wird im ultravioletten Licht der Wellenlange 254 nm betrachtet; die
Flecke werden markiert.

Anschlief3end wird die Dinnschichtplatte bespriiht entweder mit

— dem Silbernitrat-Reagenz (3.16.1) oder

— dem 12-Molybdatophosphorsaure-Reagenz (3.16.2) und auf etwa 120 °C erhitzt oder

— der Mischung aus Kaliumhexacyanoferrat(lll)-Lésung und Eisen(lll)-chlorid-Lésung (3.16.3).

Auswertung
Der R-Wert wird fur jeden Fleck berechnet.

Die fur die Probeldsung erhaltenen Flecke werden mit denen der Vergleichslésungen im Hin-
blick auf ihre RWerte, die Farbe der Flecke im UV-Licht und die Farben der Flecke nach
Sichtbarmachung mit dem Spriihreagenz verglichen.
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Man fihrt die im folgenden Abschnitt B beschriebene HPLC durch und vergleicht die Retenti-
onszeiten der Probenpeaks mit denen der Vergleichsldsungen.
Der Nachweis von Hydrochinon und seiner Ether wird durch Kombination der Ergebnisse der
DC und der HPLC gefiihrt.
Bemerkungen
Unter den angegebenen Bedingungen wurden folgepdéeRe ermittelt:
Hydrochinon 0,32
Hydrochinonmonomethylether 0,53
Hydrochinonmonoethylether 0,55
Hydrochinonmonobenzylether 0,58

BESTIMMUNG

Zweck und Anwendungsbereich

Diese Methode beschreibt ein Verfahren zur Bestimmung von Hydrochinon, Hydrochinonmo-
nomethylether, Hydrochinonmonoethylether und Hydrochinonmonobenzylether (Monobenzon)
in kosmetischen Mitteln zur Aufhellung der Haut (Hautbleichmittel).

Kurzbeschreibung

Die Probe wird mit einer Wasser/Methanol-Mischung extrahiert, wobei durch schwaches Er-

warmen das Schmelzen etwaig vorhandener Fette gewahrleistet wird. Die Bestimmung der
Analyten im Extrakt erfolgt durch Hochleistungsflissigkeitschromatographie mit reverser Phase

und UV-Detektion.

Reagenzien

Alle Reagenzien missen analysenrein sein. Wasser mul3 destilliert sein oder zumindest gleich-
wertige Reinheit aufweisen.

Methanol

Hydrochinon

Hydrochinonmonomethylether
Hydrochinonmonoethylether
Hydrochinonmonobenzylether (Monobenzon)
Tetrahydrofuran fur die HPLC

Wasser/Methanol-Mischung 1 + 1 (V + V): 1 Volumenteil Wasser und 1 Volumenteil Methanol
(3.2) werden gemischt.

Mobile Phase: Tetrahydrofuran/Wasser-Mischung 45 + 55 (V + V): 45 Volumenteile Tetrahy-
drofuran (3.7) und 55 Volumenteile Wasser werden gemischt.

Standardlésung

0,06 g Hydrochinon (3.3), 0,08 g Hydrochinonmonomethylether (3.4), 0,10 g Hydrochinonmo-
noethylether (3.5) und 0,12 g Hydrochinonmonobenzylether (3.6) werden in einen 50-ml-
MeRkolben genau eingewogen, in Methanol (3.2) geldst und anschlieBend mit Methanol zur
Marke aufgefillt. 10,00 ml dieser Stammlésung werden mit der Wasser/Methanol-Mischung
(3.8) zu 50,00 ml verdinnt.

Die Losungen sind frisch herzustellen.

Gerate
Normale Laborausstattung und
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Wasserbad, auf 60 °C konstant einstellbar

Hochleistungsflissigkeitschromatograph mit UV-Detektor mit variabler Wellenlange und mit
10 pl-Probenschleife

Analytische Trennsaule
Material: Edelstahl

Lange: 25 cm
Innendurchmesser: 4,6 mm

Aktiver Festkorper: Zorbax Phenyl (8n) oder gleichwertiges Erzeugnis (mit Phenylalkyl-
gruppen modifiziertes Kieselgel und end-capped mit Trimethylchlorsilan)

Falls eine Vorsaule verwendet wird, mul3 sie die gleichen Eigenschaften wie die Trennséaule
besitzen.

Papierfilter, Durchmesser 90 mm (Schleicher und Schiull, WeiRband Nr. 5892, oder gleichwerti-
ges Erzeugnis)

Durchfiihrung

Vorbereitung der Probe

19 +0,1g (a Gramm) der Probe wird auf drei Dezimalstellen genau in einen 50-ml-Mef3kolben
eingewogen. Nach Zusatz von 25 ml der Wasser/Methanol-Mischung (3.8) wird der verschlos-
sene Kolben mindestens 1 Minute kraftig geschiittelt, bis eine homogene Suspension erhalten
wird. Zur Verbesserung der Extraktion wird der Kolben im Wasserbad (4.1) auf 60 °C erwarmt.
Nach dem Abklhlen wird mit der Wasser/Methanol-Mischung (3.8) zur Marke aufgefiillt. Die
Mischung wird durch ein Papierfilter (4.4) filtriert.

Die HPLC-Bestimmung ist innerhalb von 24 Stunden nach Herstellung der Probelésung durch-
zufiihren.

Hochleistungsflissigkeitschromatographie
Bedingungen fir die Chromatographie
Volumenstrom der mobilen Phase (3.9): 1,0 ml/min
Detektionswellenlange: 295 nm

10ul der Probeltsung (5.1) werden chromatographiert, das Chromatogramm aufgezeichnet und
die Peakflachen ermittelt.

Die Kalibrierung wird, wie unter 5.2.3 beschrieben, durchgefihrt.
Die Chromatogramme der Probe- und der Standardldsung werden verglichen.

Unter Verwendung der Peakflachen und des gemal Abschnitt 5.2.3 ermittelten Responsefaktors
(RF) wird der Gehalt der Analyten in der Probel6sung berechnet.

Kalibrierung

10 ul der Standardldésung (3.10) werden chromatographiert, das Chromatogramm aufgezeichnet
und die Peakflachen ermittelt.

Die Wiederholbarkeit des Mel3signals wird durch wiederholtes Chromatographieren tberpruft.
Der Responsefaktor Rwird wie folgt berechnet:

RFi: &
Ci

pi= Peakflache fir Hydrochinon, Hydrochinonmonomethylether, Hydrochinonmonoethylether
oder Hydrochinonmonobenzylether

¢;= Konzentration (g/50 ml) von Hydrochinon, Hydrochinonmonomethylether, Hydrochinon-
monoethylether oder Hydrochinonmonobenzylether in der Standardlésung (3.10)
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Die Chromatogramme der Standardldsung und der Probel6sung sollen folgende Bedingungen
erfillen:

— Peakauflosung: Die Peakauflésung soll mindestens 0,90 betragen (zur Definition der Peak-
auflosung siehe Abbildung 1).

s

Abbildung 1: Peakauflosung

Falls die erforderliche Aufldsung nicht erreicht wird, verwendet man entweder eine lei-
stungsfahigere Saule oder veréndert die Zusammensetzung der mobilen Phase, bis die Bedin-
gung erfullt ist.

— Peakasymmetrie: Der Asymmetriefaktar sbll 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.

i =

; .
| o shele

Abbitdrerg 20 Asvmmoiriclakior A
— Basislinie: Die Basislinie sollte stabil sein.

Berechnung

Der Gehalt des/der Analyten in Prozen) @fer Probe wird anhand der Peakflachen nach fol-
gender Formel berechnet:

b, (100

F &

X% (m/m) =




3812

7.2.

7.3.

7.4,

8.2.

8.3.

8.4.

9.2.

175. Stick — Ausgegeben am 8. Oktober 1996 — Nr. 546
a = Einwaage der untersuchten Probe in Gramm
bi = Peakflache des Analyten i in der Probeldsung

RF = Responsefaktor nach 5.2.3

Wiederholbarkeit (%)

Bei einem Hydrochinongehalt von 2,0% (m/m) dirfen die Ergebnisse zweier an derselben Probe
parallel durchgefiihrter Bestimmungen um nicht mehr als 0,13% (m/m) voneinander abweichen.

Bei einem Hydrochinonmonomethylethergehalt von 1,0% (m/m) dirfen die Ergebnisse zweier
an derselben Probe parallel durchgefiihrter Bestimmungen um nicht mehr als 0,1% (m/m) von-
einander abweichen.

Bei einem Hydrochinonmonoethylethergehalt von 1,0% (m/m) durfen die Ergebnisse zweier an
derselben Probe parallel durchgefiihrter Bestimmungen um nicht mehr als 0,11% (m/m) vonein-
ander abweichen.

Bei einem Hydrochinonmonobenzylethergehalt von 1,0% (m/m) dirfen die Ergebnisse zweier
an derselben Probe parallel durchgefuhrter Bestimmungen um nicht mehr als 0,11% (m/m) von-
einander abweichen.

Vergleichbarkeit (%)

Bei einem Hydrochinongehalt von 2,0% (m/m) durfen die Ergebnisse zweier an derselben Probe
unter Vergleichsbedingungen (verschiedene Laboratorien, verschiedene Bearbeiter, verschiede-
ne Gerateausrustung) durchgefihrter Bestimmungen um nicht mehr als 0,37% (m/m) voneinan-
der abweichen.

Bei einem Hydrochinonmonomethylethergehalt von 1,0% (m/m) dirfen die Ergebnisse zweier
an derselben Probe unter Vergleichsbedingungen (verschiedene Laboratorien, verschiedene Be-
arbeiter, verschiedene Gerateausrustung) durchgefilhrter Bestimmungen um nicht mehr als
0,21% (m/m) voneinander abweichen.

Bei einem Hydrochinonmonoethylethergehalt von 1,0% (m/m) durfen die Ergebnisse zweier an
derselben Probe unter Vergleichsbedingungen (verschiedene Laboratorien, verschiedene Bear-
beiter, verschiedene Gerateausristung) durchgefiihrter Bestimmungen um nicht mehr als 0,19%
(m/m) voneinander abweichen.

Bei einem Hydrochinonmonobenzylethergehalt von 1,0% (m/m) dirfen die Ergebnisse zweier
an derselben Probe unter Vergleichsbedingungen (verschiedene Laboratorien, verschiedene Be-
arbeiter, verschiedene Gerateausriistung) durchgefiihrter Bestimmungen um nicht mehr als
0,11% (m/m) voneinander abweichen.

Bemerkungen

Wenn ein wesentlich hdherer Hydrochinongehalt als 2% (m/m) ermittelt wird und eine genaue
Gehaltsbestimmung erforderlich ist, sollte die Probeldsung (5.1) auf einen &hnlichen Gehalt
verdinnt werden, wie er sich bei einer 2% Hydrochinon enthaltenden Probe ergeben wirde, und
die Bestimmung ist zu wiederholen.

(Bei hohen Hydrochinongehalten kann die Absorption auf3erhalb des linearen Bereiches des
Detektors liegen.)

Storeinflisse

Die beschriebene Methode ermdglicht die Bestimmung von Hydrochinon und seinen Ethern in
einem einzigen isokratischen Lauf. Die Verwendung einer Phenylsdule gewahrleistet eine hin-
reichende Retention fur Hydrochinon, was bei Benutzung einer C 18-S&ule mit der beschriebe-
nen mobilen Phase nicht garantiert werden kann.

Diese Methode unterliegt jedoch moglicherweise den Storeinflissen durch eine Reihe von p-
Hydroxybenzoesaureestern (Parabene). In diesen Fallen ist die Bestimmung unter Verwendung

() 1SO 5725



175. Stick — Ausgegeben am 8. Oktober 1996 — Nr. 546 3813
eines anderen Trennsystems (stationdre und mobile Phase) zu wiederholen. Geeignete Methoden
sind (siehe die in den Fuf3noten 1 und 2 angegebene Literatur):

Analytische Trennsaulé)(: 4,6 mm x 25 cm
Aktiver Festkorper: Mit Octadecylgruppen modifiziertes Kieselgel (Zorbax ODS oder gleich-
wertiges Erzeugnis)
Temperatur: 36 °C
Volumenstrom der mobilen Phase: 1,5 ml/min

Mobile Phase: fiir Hydrochinon Methanol/Wasser 5 + 95 (V + V)
fur Hydrochinonmonomethylether: Methanol/Wasser 30 + 70 (V + V)
fir Hydrochinonmonobenzylether: Methanol/Wasser 80 + 20 (V + V)
Analytische Trennsaulé)(

Aktiver Festkdrper: Mit Octadecylgruppen modifiziertes Kieselgel (Spherisorb S5-ODS oder
gleichwertiges Erzeugnis)

Volumenstrom der mobilen Phase: 1,5 ml/min
Mobile Phase: Wasser/Methanol 90 + 10 (V + V)
Diese Bedingungen eignen sich fiir Hydrochinon.

() M. Herpol-Borremans und M. O. Masse, Indentification et dosage de I'hnydroquinone et ses éthers méthyli-
que et benzylique dans les produits cosméthiques pour blanchir la peau, Int. J. Cosmet. Sci 8 — 203-214
(1986).

(® J. Firth und 1. Rix, Determination of Hydroquinone in skin toning creams, Analyst (1986), 111, S. 129.



