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KOMMISSIONENS ANDRA DIREKTIV
av den 14 maj 1982

om tillndrmning av medlemstaternas lagstiftning om analysmetoder
for kontroll av kosmetiska produkters sammansittning

(82/434/EEG)

EUROPEISKA GEMENSKAPERNAS KOMMISSION HAR ANTAGIT
DETTA DIREKTIV

med beaktande av Fordraget om upprittandet av Europeiska ekono-
miska gemenskapen,

med beaktande av radets direktiv 76/768/EEG av den 27 juli 1976 om
tillndrmning av  medlemsstaternas  lagstiftning om  kosmetiska
produkter ('), senast dndrat genom direktiv 79/661/EEG (?), sérskilt
artikel 8.1 1 detta, och

med beaktande av foljande:

Enligt direktiv 76/768/EEG skall kosmetiska produkter kontrolleras
officiellt i syfte att sékerstélla att de motsvarar kraven i gemenskapens
bestimmelser om kosmetiska produkters sammanséttning.

Alla nddvéndiga analysmetoder bor utarbetas snarast mojligt. Det forsta
steget for att nd detta mal har redan tagits i och med kommissionens
direktiv 80/1335/EEG (°) som definierar vissa metoder; i det andra
steget skall metoder definieras for identifiering av vissa oxidations-
medel och bestdimning av viteperoxid i kosmetiska harvardsprodukter,
for identifiering och semikvantitativ bestimning av vissa oxiderande
fargdimnen i harfargningsmedel, identifiering och bestimning av nitrit,
identifiering och bestdmning av fri formaldehyd, bestimning av resor-
cinol i schampon och harvatten och bestimning av metanol i
forhallande till etanol eller 2-propanol.

De atgdrder som faststdlls i detta direktiv har tillstyrkts av yttrandet
fran Kommittén for anpassning av direktiv 76/768/EEG med hénsyn
till teknisk utveckling.

HARIGENOM FORESKRIVS FOLJANDE.

Artikel 1

Medlemsstaterna skall vidta alla nddvindiga atgirder for att se till att
foljande analyser utfors i enlighet med de metoder som anges i bilagan,
vid offentlig kontroll av kosmetiska produkter:

— identifiering av oxidationsmedel och bestimning av viteperoxid i
kosmetiska harvardsprodukter,

— identifiering och semikvantitativ bestimning av vissa oxiderande
fargdmnen i harfargningsmedel,

— identifiering och bestdmning av nitrit,
— identifiering och bestdmning av fri formaldehyd,
— bestdmning av resorcinol i schampon och harvatten,

— bestdmning av metanol i forhallande till etanol eller 2-propanol.

Artikel 2

Medlemsstaterna skall sitta i kraft de lagar och andra forfattningar som
ar nodvéndiga for att folja detta direktiv senast den 31 december 1983.

De skall genast underritta kommissionen om detta.

() EGT nr L 262, 27.9.1976, s. 169.
(®» EGT nr L 192, 31.7.1979, s. 35.
(®) EGT nr L 383, 31.12.1980, s. 27.
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Artikel 3

Detta direktiv riktar sig till medlemsstaterna.
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BILAGA

I. IDENTIFIERING AV OXIDATIONSMEDEL OCH BESTAMNING AV
VATEPEROXID I KOSMETISKA HARVARDSPRODUKTER
ANDAMAL OCH OMFATTNING

Den jodometriska bestimningen av viteperoxid i kosmetiska produkter &r endast
mojlig i franvaro av andra oxidationsmedel som bildar jod av jodider. Foljakt-
ligen dr det nodvindigt att upptécka och identifiera eventuella andra nédrvarande
oxidationsmedel fore den jodometriska bestimningen av viteperoxid. Denna
identifiering bryts ned till tva steg; det forsta omfattar persulfater, bromater
och viteperoxid och det andra omfattar bariumperoxid.

A. IDENTIFIERING AV PERSULFATER, BROMATER OCH VATEPER-
OXID

1. PRINCIP

Natriumpersulfat, kaliumpersulfat och ammoniumpersulfat; kaliumb-
romat, natriumbromat och véteperoxid — antingen den hérrér fran
bariumperoxid eller inte — identifieras med fallande papperskromato-
grafi genom att anvénda tva framkallningslosningar.

2. REAGENSER
Alla reagenser bor vara av analytisk renhetsgrad.
2.1 0,5 % (m/v) referensvattenlosningar av foljande foreningar:
2.1.1  Natriumpersulfat
2.1.2  Kaliumpersulfat
2.1.3  Ammoniumpersulfat
2.1.4  Kaliumbromat
2.1.5  Natriumbromat
2.1.6  Viteperoxid
2.2 Framkallningslosning A, 80 % (v/v) etanol

2.3 Framkallningslosning B, bensen — metanol — 3-metylbutan-1-ol —
vatten (i volymforhéllande 34:38:18:10)

2.4 Detektionsmedel A, 10 % (m/v) vattenlosning av kaliumjodid
2.5 Detektionsmedel B, 1 % (m/v) vattenldsning av stirkelse

2.6 Detektionsmedel C, 10 % (m/m) saltsyra

2.7 4 N saltsyra

3. APPARATUR OCH UTRUSTNING

3.1 Kromatografipapper (Whatmanpapper nr. 3 och nr. 4 eller motsvarande)
32 Mikropipett, 1 pl

33 Standardkolvar, 100 ml

34 Veckfilter

3.5 Apparatur for fallande papperskromatografi

4. PREPARERING AV PROV

4.1 Vattenlosliga produkter

Bered tva l0sningar av varje prov genom att losa 1g och 5 g av
produkten vardera i 100 ml vatten. Anvédnd 1 pl av var och en av dessa
16sningar for att utfora papperskromatografin beskriven i sektion 5.
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4.2 Produkter svarlosliga i vatten

42.1 Vigupp 1 goch 5 g av provet och slamma upp i 50 ml vatten, fyll upp
till 100 ml med vatten i bada fallen och blanda. Filtrera de tva uppslam-
ningarna genom ett veckfilter (3.4) och anvdand 1 pl av var och en av
filtraten for att utféra papperskromatografin beskriven i Sektion 5.

422 Bered dn en ging tva uppslamningar av varje prov genom att slamma
upp lg och 5 g i 50 ml vatten, surgdér med utspadd saltsyra (2.7) fyll
pd med vatten till 100 ml och blanda. Filtrera uppslamningen genom
genom ett veckfilter (3.4) och anvind 1 pl. av de tva filtraten for att
utfora papperskromatografin beskriven i sektion 5.

43 Krimer

Slamma upp 5 g och 20 g av varje produkt i 100 ml vatten och anvind
uppslamningen for att utfora papperskromatografin beskriven i Sektion

5. METOD

5.1 Lagg en lamplig kvantitet av 16sningsmedel A (2.2) och B (2.3) i tva
separata kromatografivannor for att utfora den fallande papperskromato-
grafin. Mitta kromatografivannorna under minst 24 timmar med
16sningsmedelsénga.

5.2 Satt 1 ul av en provlosning och en refenslosning beredd enligt Sektion 4
och 2.1 till varje startpunkt pad en remsa av kromatografipappret
(Whatman nr. 3 eller motsvarande) som &r 40 cm langt och 20 cm brett
(3.1) eller av ett annat lampligt format och avdunsta 16sningen i luft.

53 Placera kromatografiremsan (5.2) i kromatografivannan fylld med fram-
kallningslosning A (5.1) och framkalla tills 16sningens front har
avancerat 35 cm (omkring 15 timmar).

54 Upprepa forfarandet beskrivet i Sektion 5.2 och 5.3 med kromatografi-
papper (Whatman nr. 4 eller motsvarande) (3.1) och
framkallningslosning B. Kromatografera till dess 16sningens front har
avancerat 35 cm (omkring fem timmar).

5.5 Efter framkallning avldgsna kromatogrammen och torka dem i luft.

5.6 Framkalla flackarna i kromatogrammet genom att spraya det successivt
med f6ljande:

5.6.1  Detektionsmedel A (2.4) f6ljt kort darefter av detektionsmedel B (2.5).
Flackarna av persulfater kommer fram forst i kromatogrammet och f6ljs
av viteperoxidflickarna. Markera flackarna med en penna.

5.6.2  Detektionsmedel C (2.6) pa kromatogrammet erhéllet enligt Sektion
5.6.1; ndrvaro av bromater avsldjas hdrvid genom graaktiga fléckar i
kromatogrammet.

5.7 Under ovan ndmnda férhéllanden med framkallningslosningarna A (2.2)
och B (2.3) &ar Rf vdrdena hos referensdmnena (2.1) ungefar foljande:

Framkallningslosning A Framkallningslosning B

(2.2) 2.3)
Natriumpersulfat 0,40 0,10
Kaliumpersulfat 0,40 0,02 + 0,05
Ammomiumpersulfat 0,50 0,10 + 0,20
Natriumbromat 0,40 0,20
Kaliumbromat 0,40 0,10 + 0,20
Viteperoxid 0,80 0,80

B. IDENTIFIERING AV BARIUMPEROXID

1. PRINCIP

Bariumperoxid identifieras genom bildning av viteperoxid efter surgo-
rande av provet (A.4.2) och genom nérvaro av bariumjoner.

— Vid franvaro av persulfater (A) bildas vid tillsats av svavelsyra till
en del av den surgjorda provldsningen (B.4.1) som resultat en vit
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3.6

4.1

4.1.1

42

421

422

423

424

féllning av bariumsulfat. Nédrvaron av bariumjoner i provet (B.4.1)
faststélls ater med papperskromatografi pé sétt som beskrivs nedan
i punkt 5.

— Da bariumperoxid och persulfat finns samtidigt nirvarande (B.4.2)
genom att smalta aterstoden fran losningen (B.4.2) i en bas; efter
upplosning i saltsyra faststélls ndrvaron av bariumjoner i 16sningen
av smiltan (B.4.2.3) med papperskromatografi och/eller genom
fallning av bariumsulfat.

REAGENS

Metanol

36 % (m/m) koncentrerad saltsyra

6 N saltsyra

4 N svavelsyra

Dinatriumsalt av rodizonsyra
Bariumklorid (BaCl, 2 H,0)

Vattenfritt natriumkarbonat

1 % (m/v) vattenlosning av bariumklorid

Framkallningslosning bestdende av metanol, koncentrerad saltsyra
(koncentration 36 %) och vatten (80:10:10 i volymforhallande)

Detektionsmedel, 0,1 % (m/v) vattenldsning av rodizonsyrans dinat-
riumsalt, gjord omedelbart fore anvindning.

APPARATUR OCH UTRUSTNING
Mikropipett, 5 pl

Platinadeglar

Standardkolvar, 100 ml

Kromatografipapper Schleicher och Schull 2043 b eller motsvarande.
Rensa pappret genom framkallning under natten i en vanna for fallande
kromatografi (A.3.5) innehéllande framkallningslosning (B.2.9) och
torka sedan.

Veckfilter

Normal apparatur for utforande av stigande papperskromatografi

PREPARERING AV PROV

Produkter i vilka persulfater ir franvarande

Slamma upp 2 g av produkten i 50 ml vatten och justera uppslam-
ningens pH till omkring 1 med saltsyra (B.2.3).

Overfor uppslamningen med vatten i en 100-ml standardkolv, fyll upp
till mirket med vatten och blanda. Anvidnd denna uppslamning for
papperskromatografianalysen beskriven i Sektion 5 for identifiering av
barium genom fillning av sulfatet.

Produkter i vilka persulfater ir nirvarande
Slamma upp 2 g av produkten i 100 ml vatten och filtrera.

Tillsétt till den torkade aterstoden 7 till 10 ganger dess vikt natriumkar-
bonat (B.2.7), blanda och smélt blandningen i en platinadegel (B.3.2)
under en halvtimme.

Kyl till rumstemperatur, 16s upp sméltan i 50 ml vatten och filtrera
(B.3.5).

Lo6s upp aterstoden fran smaéltan i saltsyra (B.2.3) och fyll upp till
100 ml vatten. Anvidnd denna 16sning for papperskromatografianalysen
beskriven i sektion 5 och for identifiering av barium genom féllning av
sulfatet.
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5.1

METOD

Placera en lamplig kvantitet framkallningslosning (B.2.9) i vannan for
stigande papperskromatografi och métta vannan under atminstone 15
timmar.

Pa ett stycke kromatografipapper — forbehandlad som beskrivet i
Sektion B.3.4 -sétt 5 ul av var och en av ldsningarna beredda enligt
Sektion B.4.1.2 och B.4.2.4 och referenslosning B.2.8 vid tre start-
punkter.

Torka provet och refenspunkterna i luft. Framkalla kromatogrammet
tills 16sningens front har stigit 30 cm.

Avlédgsna kromatogrammet fran vannan och lufttorka.

Framkalla flickarna pa kromatogrammet genom att spraya pappret med
detektionmedel B.2.10. Vid nédrvaro av barium, syns roda flickar med
ett RF virde pa omkring 0,10 pa kromatogrammet.

C. BESTAMNING AV VATEPEROXID

PRINCIP
Jodometrisk bestdmningen av viteperoxid bygger pd foljande reaktion:

H,0, +2H" +21" - I, + 2 HO

Omvandlingen sker ldangsamt men kan paskyndas genom tillsats av
ammoniakmolybdat. Bildad jod bestims genom titrering mot natrium-
tiosulfat och &r ett matt pa viteperoxidinnehall.

DEFINITION

Innehéllet av viteperoxid uppmitt pa det sédtt som beskrivs nedan
uttrycks i viktprocent (% m/m) av produkten.

REAGENS

Alla reagens bor vara av analytiskt renhetsgrad.
2 N svavelsyra

Kaliumjodid

Ammoniummolybdat

0,1 N natriumtiosulfat

10 % (m/v) kaliumjodidlosning, skall vara beredd omedelbart fore
anvindning

20 % (m/v) ammoniummolybdatldsning

1 % (m/v) stirkelseldsning

APPARATUR OCH UTRUSTNING
Biégare, 100 ml

Byrett, 50 ml

Standardkolvar, 250 ml
Mitcylindrar, 25 och 100 ml
Pipetter med markering, 10 ml

Koniska kolvar, 250 ml

METOD

Vig upp 10 g (m gram) av produkten, innehéllande omkring 0,6 g
viteperoxid, i en 100-ml bédgare. Overfor innehallet med vatten till en
250-ml standardkolv, fyll upp till mirket med vatten och blanda.
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5.2 Pipettera 10 ml av provlosningen (5.1) i en 250 ml konisk kolv (4.6)
och tillsdtt successivt 100 ml 2 N svavelsyra (3.1), 20 ml kaliumjo-
didlésning (3.5) och tre droppar ammoniummolybdatlosning (3.6).

53 Titrera bildad jod omedelbart mot 0,1 N natriumtiosulfatlosning (3.4)
och precis innan dndpunkten uppnas tillsdtts nagra fa milliliter starkel-
selosning som indikator (3.7). Registrera atgangen 0,1 N
natriumtiosulfat (3.4) i milliliter (V).

54 Utfor en blank bestdmning péa det sdtt som beskrivs i Sektion 5.2 och
5.3, varvid 10 ml provlosning ersitts med 10 ml vatten. Registrera
atgangen 0,1 N natriumtiosulfat i blankbestimningen (Vo ml).

6. BERAKNING

Berédkna produktens viteperoxidinnehall som viktprocent (% m/m) med
hjélp av foljande formel:

(V= Vo) x 1,7008 x 250 x 100
m x 10 x 1000

% viteperoxid =

(V = Vo) x 4,252
m

i vilken:

2
|

= kvantiteten i gram av den analyserade produkten (5.1),

Vo = étgangen i milliliter av 0,1 N tiosulfatlosning i det bestimda
blankprovet (5.4),
V = étgangen i milliliter av 0,1 N tiosulfatldsning vid titreringen av
provlosningen (5.3).
7. REPRODUCERBARHET (')

For en produkt som innehéller omkring 6 % véteperoxid bor skillnaden
mellan resultaten av tva bestdmningar utférda parallellt pd samma prov
inte Overstiga ett absolut virde pa pa 0,2 %.

II. IDENTIFIERING OCH SEMIKVANTITATIV BESTAMNING AV
VISSA OXIDERANDE FARGAMNEN I HARFARGNINGSMEDEL

1. SYFTE OCH OMFATTNING

Denna metod ldmpar sig for identifiering och semikvantitativ
bestimning av foljande dmnen i harfargningsmedel i krdm eller flytande

form:

Amne Symbol
Fenylendiaminer
o-Fenylendiamin (OPD)
m-Fenylendiamin (MPD)
p-Fenylendiamin (Bilaga V) (PPD)
Metylfenylendiaminer
4-Metyl-1,2-fenylendiamin (toluen-3,4-diamin) (OTD)
4-Metyl-1,3-fenylendiamin (toluen-2,4-diamin) (MTD)
2-Metyl-1,4-fenylendiamin (toluen-2,5-diamin) (PTD)
Diaminofenoler
2,4-diaminofenol (DAP)

(') Se ISO Norm 5725.
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Amne Symbol
Hydrokinon
1,4-Bensendiol (H)
a-Naftol (0-N)
Pyrogallol
1,2,3-trihydroxibensen P)
Resorcinol
1,3-dihydroxibensen R)
PRINCIP

Oxiderande fdrgdmnen extraheras vid pH 10 med 96 % etanol fran
fargpreparat i form av kram eller i flytande form.

Vid semikvantitativ bestimning av dessa dmnen jamfors provens och
referensimnenas kromatogram i fyra framkallningssystem samtidigt
och under sé lika villkor som mojligt.

REAGENS

Alla reagens bor vara av analytisk renhetsgrad.
Etanol, vattenfri

Aceton

Etanol, 96 % v/v

Ammoniakl6sning, 25 % (d, = 0,91)
L (+)-askorbinsyra

Kloroform

Cyklohexan

Kvive, teknisk kvalitet

Toluen

Bensen

n-Butanol

Butan-2-ol

Hypofosforsyra, 50 % v/v 16sning

Diazoreagens. Antingen:

— 3-Nitro-1-bensendiazoniumklorbensensulfonat (i form av stabiliserat
salt) som i Red 2 JN — Francolor,

— 2-Kloro-4-nitro-1-bensendiazonnaftalenbensoat (i form av stabili-
serat salt) som i NNCD Reagens — referens nr 74150 FLUKA,

eller motsvarande.
Silvernitrat
p-Dimetylaminobensaldehyd
2,5-Dimetylfenol
Ferrikloridhexahydrat

Saltsyra, 10 % m/v 16sning

Referensimnen

Referensdmnena ar de som upptas i punkt 1 ”Syfte och omfattning”.
Vad betriffar aminforeningar maste referensdmnet vara antingen hydro-
kloriden (mono eller di) eller den fria basen.
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3.21

3.22
3.22.1
3222

3.223

3.22.4

3.23

3.23.1

3.23.2

3.233

3234

4.1
4.1.1

Referenslosningar 0,5 % (m/v)

A 0,5 % (m/v) 16sning bereds av var och en av referensimnena i punkt
3.20.

Vig upp 50 mg + 1 mg av referensdmnet i en standard 10 ml kolv.
Tillsatt 5 ml 96 % etanol (3.3) och 250 mg askorbinsyra (3.5).

Gor 16sningen alkalisk genom att tillsdtta ammoniaklosningen (3.4) for
att ge ett pH pa 10 (prova med indikatorpapper).

Fyll upp till 10 ml med 96 % etanol (3.3) och blanda. Losningarna kan
forvaras under en vecka pa sval plats skyddade fran ljus.

I vissa fall kan en féllning uppkomma efter tillsats av askorbinsyran och
ammoniaken. Den bor da fa sitta sig fore utforandet.
Framkallningslosningar

Aceton - kloroform - toluen (35:25:40 i volymforhallande)

Kloroform - cyklohexan - absolut etanol - 25 % ammoniak (80:10:10:1
i volymforhallande)

Bensen - butan-2-ol - vatten (50:25:25 i1 volymfor-héllande). Skaka vil
och anvind den Gvre fasen efter separering vid rumstemperatur (20 till
25 °C).

n-Butanol - kloroform - reagens M (7:70:23 i volymforhallande). Sepa-
rera noggrant vid rumstemperatur (20 till 25 °C) och anvéind den undre
fasen.

Preparering av reagens M

Ammoniakldsning, 25 % (v/v) 24 volymer
Hypofosforsyra, 50 % (3.13) 1 volym
Vatten 75 volymer
Observera

Framkallningslosningar innehallande ammoniak maste skakas vl
omedelbart fore anvindning.

Indikatorsprayer

Diazoreagens

Bered en 5 % (m/v) vattenlosning av den valda reagensen (3.14). Denna
16sning maste vara gjord just fore anvindning.

Ehrlichs reagens

L6s upp 2 g p-dimetylaminobensaldehyd (3.16) i 100 ml saltsyra 10 %
(m/v) vattenlosning (3.19).

2,5-dimetylfenol - ferrikloridhexahydrat

Losning 1: Los upp 1 g dimetylfenol (3.17) i 100 ml 96 % etanol (3.3).

Losning 2: Los upp 4 g ferriklorid hexahydrat (3.18) i 100 ml 96 %
etanol (3.3).

Vid framkallning sprayas dessa 10sningar separat, forst 16sning 1 sedan
16sning 2.
Ammoniakalisk silvernitrat

25 %-ig ammoniak (3.4) tillsdtts 5 %-ig (m/v) vattenlosning av silver-
nitrat (3.15) tills féllningen precis dr upplost. Detta reagens maste
beredas omedelbart fére anvandning. Spara inte.

APPARATUR

Normal laboratorieutrustning for tunnskiktskromatografi.

Plast eller glasskydd sa konstruerat att kromatografiplattan kan omges
med kvivgas vid applicering av flickarna och under torkning. Denna
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42
43

5.1

5.2

5.2.1

522

523

524

forsiktighetsatgérd dr ndodvéandig pa grund av oxidationskéinsligheten hos
vissa farger.

Mikrospruta, 10 pl, graderad i 0,2 pl med en tvdrskuren nél, eller hellre
en 50-mikroliterdispenser uppsatt pd en klamstéllning pa sddant stt att
plattan kan hallas under kvéve.

Tunnskiktsplattor av kiselgel, firdiga att anvénda, 0,25 mm tjocka av
formatet 20 x 20 cm (Macherey och Nagel, Silica G-HR, som é&r
plaststodda, eller motsvarande).

Centrifug, 4 000 varv/min.

Centrifugror, 10 ml med PTFE-fodrade skruvkorkar eller motsvarande.
UTFORANDE

Behandling av proverna
Kassera de forsta 2 eller 3 cm krdm som trycks ut fran tuben.

Satt foljande i ett centrifugror (4.3) som skoljs ur innan med kvive:
300 mg askorbinsyra med 3 g krédm eller homogeniserad vétska.

Tillsdtt 25 %-ig ammoniak droppvis (3.4) tills pH ar 10. Fyll upp till
10 ml med 96 %-ig etanol (3.3).

Homogenisera under kvive (3.8), sitt pa kork och centrifugera vid
4 000 varv/minut under 10 minuter.

Anviénd supernatanten.

Kromatografi

Applicering av fldckar pad plattorna

I en atmosfér av kvive (3.8) appliceras pa en kromatografiplatta (4.1.3)
1 pl av vardera ovan beskrivna referenslosningar vid nio punkter
beldgna ungefdr 1,5 cm fran varandra pd en linje omkring 1,5 cm fran
plattans kant.

Dessa referenslosningspunkter arrangeras enligt f6ljande:

1 2 3 4 5 6 7 8 9
R P H PPD DAP PTD OPD OTD MPD
MTD o-N

Tillsétt ytterligare 2 pl av provldsningen erhallen enligt Sektion 5.1 vid
punkt 10 och 11.

Forvara plattan under kvive (3.8) till dess den skall kromatograferas.

Framkallning

Placera plattan i en vanna urskéljd med kvive (3.8), mittad med en av
de fyra 16sningarna (3.22) och 14t framkalla i rumstemperatur (20 till 25
grader C) i morker tills 16sningens front har rort sig omkring 15 cm
fran baslinjen.

Avldgsna plattan och torka under kvive (3.8) vid rumstemperatur.

Sprutning

Spruta plattan omedelbart med en av de fyra l6sningarna specificerade i
3.23.

Identifiering

Jamfor R, drdet och fdrgen erhdllen frén provet med de kromatografe-
rade referensdmnenas.

Tabell T ger som exempel R, vérdena och fdrgerna for varje dmne
beroende av anvénd 18sning och indikator.

Vid tveksam identifiering kan ibland bekriéftelse erhillas med en dubb-
ningsmetod da referensdmne tillsétts provextraktet.
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525

Semikvantitativ skattning

Jamfor visuellt intensiteten av flickarna for varje dmne identifierat
enligt 5.2.4 med varierande koncentrationer av referensdmnena.

Om koncentrationen for en eller flera av dmnena som finns i provet &r
allt f6r hog, spad provextraktet och upprepa métningen.
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6.1

6.1.1
6.1.2
6.1.3
6.14
6.1.5
6.1.6

6.2
6.2.1

6.3

6.4
6.4.1

6.4.2

6.4.3

6.4.4

6.4.5

6.4.6

6.4.7

6.4.8

6.4.9

UNDERSOKNING GENOM TVADIMENSIONELL TUNNSKIKTSK-
ROMATOGRAFI

Detta utforande med tvadimensionell kromatografi kriver anviandning
av ytterligare standarder och reagens.

Ytterligare referenslosningar och imnen
B-naftol (B-N)

2-aminofenol (OAP)

3-aminofenol (MAP)

4-aminofenol (PAP)
2-nitro-1,4-fenylendiamin (2-NPPD)
4-nitro-1,2-fenylendiamin (4-NOPD)

Bered en 0,5 %-ig m/v 16sning av vardera av de ytterligare referensdm-
nena enligt beskrivning i 3.21.

Ytterligare framkallningslosning

Etylacetat-cyklohexan-ammoniaklésning, 25 %  (65:30:0,5 i
volymforhallande)

Ytterligare indikatorsystem

Placera ett glaskrl i en framkallningsvanna for tunnskiktskromatografi,
tillsdtt omkring 2 g kristallinisk jod och slut behallaren med ett
passande lock.

Kromatografi

Drag tva linjer, som visas i Figur 1, pd den absorberande ytan av en
tunnskiktsplatta (4.1.3).

Satt 1 kviaveatmosfar (4.1.1) 1 till 4 pl extrakt (5.1) vid baspunkt 1 (Bild
1) som ligger 2 cm fran de tva sidorna. Kvantiteten extrakt beror pa
intensiteten hos flackarna pa kromatogrammen (5.2).

Dela mellan punkterna 2 och 3 (Figur 1) de identifierade eller troligen
identifierade oxiderande fargdmnena enligt 5.2 (avstand mellan punkter
1,5 cm). Sétt 2 pl av vardera referenslosningen — utom av DAP av
vilken 6 pl maste appliceras. Utfor proceduren under kvive (6.4.2).

Upprepa proceduren i 6.4.3 vid baspunkterna 4 och 5 (Bild 1) och
forvara plattan under kvéve till dess den skall kromatograferas (avstdnd
mellan punkterna 1,5 cm).

Spola ur kromatografivannan med kvdve (3.8) och hill i en ldmplig
kvantitet framkallningslosning 3.22.2. Placera plattan (6.4.4) i vannan
och framkalla den i moérker i den forsta elueringsriktningen (Bild 1).
Fortsitt tills 10sningens front ndr linjen markerad pa plattan (omkring
13 cm).

Tag ut plattan ur vannan och placera den i en ny kromatografivanna
som skoljts ur med kvéve och 1t elueringsvétskan avdunsta i minst 60
minuter.

Placera en ldmplig kvantitet av elueringslosningen (6.2) med ett
graderat provror i en vanna urblast med kvdve (3.8), placera plattan
vriden 90 grader i vannan (6.4.6) och kromatografera i den andra rikt-
ningen (ocksd i morker) tills 16sningens front nér linjen dragen péa
absorptionsytan. Avldgsna plattan fran vannan och avdunsta elue-
ringslosningen i luft.

Placera plattan under 10 minuter i kromatografivannan med jodénga
(6.3) och tolka tvd-véigskromatogrammet genom anvindning av R-och
fargvérdena hos referensdmnena som kromatograferats samtidigt (Tabell
IT ger ledning till R -véirdena och firger).

Observera

For att erhdlla maximal fargning av flickarna ldmna kromatogrammet
exponerat for luft under en halv timme efter framkallning.

Nérvaron av oxiderande fargdimnen som finns i 6.4.8 kan med sdkerhet
faststillas genom upprepning av proceduren beskriven i 6.4.1 till 6.4.8
och tillsittning vid baspunkt 1 ovanpéd extraktet specificerat i 6.4.2 av
1 pl av referensdmnet enligt 6.4.8. Om ingen annan flack hittas vid
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jdmforelse med kromatogrammet erhéllet i 6.4.8 &r tolkningen av
kromatogram 6.4.8 riktigt.
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TABELL 11

Firgen pa referensimnet efter kromatografi och framkallning med jodanga

Referens dmne Fiirg efter framkallning med joddnga
R beige
P brun
a-N violett
B-N blekbrun
H violettbrun
MPD gulaktigt brun
PPD violettbrun
MTD morkbrun
PTD gulaktigt brun
DAP morkbrun
OAP orange
MAP gulaktigt brun
PAP violettbrun
2-NPPD brun
4-NOPD orange
Figur 1

Riktning II

4
*
Scm 1,5 cm
L]
s 4
y
A
A
13 <m :n
g
g
2
-4
1,5 cm
b 1
}r‘“ o 2 . N 3
2cm
2cm 13 cm Scm
< >ie - »la— >
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3.1

32

33
34

4.1
42
43
4.4
45
4.6

5.1

5.2

5.3

5.4

III. IDENTIFIERING OCH BESTAMNING AV NITRIT

A. IDENTIFIERING

SYFTE OCH OMFATTNING

Denna metod &r ldmplig for identifiering av nitrit i kosmetiska
produkter, speciellt i krdimer och pastor.

PRINCIP

Narvaro av nitrit indikeras av bildning av firgade derivat med 2-amino-
bensaldehydfenylhydrazon (Nitrin®).

REAGENS

Alla reagens bor vara av analytisk renhetsgrad.

Utspédd svavelsyra: spdd 2 ml koncentrerad svavelsyra (d,* = 1,84)
med 11 ml destillerat vatten.

Utspddd saltsyra: spdd 1 ml koncentrerad saltsyra (d,*” = 1,19) med
11 ml destillerat vatten.

Metanol

En 16sning av 2-aminobensaldehydfenylhydrazon (Nitrin® reagens) i
metanol.

Vig upp 2,0 g Nitrin® och verfor detta kvantitativt till en 100-ml
standardkolv. Tillsdtt droppvis 4 ml utspadd saltsyra (3.2) och skaka.

Fyll upp till mérket med metanol och blanda tills 16sningen &r full-
stindigt klar. Forvara lsningen i en brun glasflaska (4.3).

APPARATUR

Bigare, 50 ml
Standardkolv, 100 ml
Brun glasflaska, 125 ml
Glasplatta, 10 x 10 cm
Plastspatel

Filtrerpapper, 10 x 10 cm

UTFORANDE

Bred en del av provet som skall undersokas jamnt dver glasplattan (4.4)
sé att den ticker ytan med en tjocklek maximalt 1 cm.

Vit ett filtrerpapper (4.6) med destillerat vatten. Lagg det pa provet och
pressa ned filtrerpappret med plastspateln (4.5).

Vinta omkring en minut och sétt pa mitten av filtrerpappret:
— tva droppar utspadd svavelsyra (3.1),
— foljt av tva droppar Nitrin®-16sning (3.4).

Efter 5 till 10 sekunder avldgsna filtrerpappret och betrakta det mot
dagsljus. Nérvaro av nitrit visas som en purpurrdd fargning.

Om nitritinnehéllet dr lagt dndras den purpurrdda fargen till gul efter

fem till 15 sekunder. Denna fargindring sker efter en till tvA minuter
om stora kvantiteter nitrit finns nirvarande.

KOMMENTAR

Den purpurrdda férgens intensitet och den tid som &tgar fore dndringen
till gult kan ge en indikation pé nitritinnehallet i provet.
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42

43
44

4.5
4.6

5.1
52
5.3
5.4
5.5
5.6
5.7
5.8
59
5.10

B. BESTAMNING

SYFTE

Metoden beskriver bestdmning av nitrit i kosmetiska produkter.

DEFINITION

Nitritinnehallet i provet, som bestdims enligt denna metod, utrycks i
viktprocent natriumnitrit.

PRINCIP

Efter utspddning av provet med vatten och klarning fis det nirvarande
nitritet att reagera med sulfanilamid och N-I-naftyletylendiamin och
den erhallna optiska titheten av fargen méts vid 538 nm.

REAGENS
Alla reagens bor vara av analytisk renhetsgrad.

Klarningsreagens: dessa reagens far inte anvdndas mer 4n en vecka
efter beredning.

Carrez | reagens:

Los upp 106 g kaliumferrocyanat (II) K ,Fe(CN), - 3H,O, i destillerat
vatten och spdd med vatten till 1 000 ml.

Carrez II reagens:

Lés upp 219,5 g zinkacetat, Zn(CH,COO), - 2H,0 och 30 ml isittika i
destillerat vatten och spad med vatten till 1 000 ml.

Natriumnitritlosning:

L6s upp 0,500 g natriumnitrit i destillerat vatten i en 1 000-ml volumet-
risk kolv och spidd med vatten till mirket. Spadd 10,0 ml av denna
standard stamlosning till 500 ml; 1 ml av den senare 16sningen = 10 pg
NaNoO,.

1 N natriumhydroxidl&sning

0,2 % sulfanilamidhydrokloridldsning:

Los upp 2,0 g sulfanilamid i 800 ml vatten genom virmning. Kyl och
tillsdtt 100 ml koncentrerad saltsyra under omroring. Spdd med vatten
till 1 000 ml.

5 N saltsyra

N-1-naftylreagens:

Denna 16sning maste beredas samma dag. Ls upp 0,1 g N-1-naftylety-
lendiamindihydroklorid i vatten och spid med vatten till 100 ml.

APPARATUR

Analysvag

Volumetriska kolvar pa 100 ml, 250 ml, 500 ml och 1 000 ml
Volympipetter eller graderade pipetter

Mitcylindrar pa 100 ml

Veckfilter, nitritfritt, diameter 15 cm

Vattenbad

Spektrofotometer med optiska celler med 1 cm ljuspassageldngd
pH miitare

Mikrobyrett pa 10 ml

Bégare pa 250 ml
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6.1

6.2

6.3

6.4

6.5

6.6

6.7

6.8

6.9

6.10

UTFORANDE

Vig omkring 0,5 g (m gram) med en nogrannhet av 0,1 mg av det
homogeniserade provet, overfor med hett destillerat vatten kvantitativt
till en 250-ml bégare (5.10) och justera volymen till omkring 150 ml
med hett destillerat vatten. Placera bdgaren (5.10) i vattenbad (5.6) vid
80 grader C i en halvtimme. Skaka innehdllet dd och di under denna
tid.

Kyl till rumstemperatur och tillsdtt successivt under omréring 2 ml
Carrez I-reagens (4.1.1) och 2 ml Carrez Il-reagens (4.1.2).

Tillsdtt 1 N natriumhydroxidlosning (4.3) till pH 8,3. [Anvéind pH-
mitaren (5.8)]. Overfor innehallet kvantitativt till en 250-ml kolv (5.2)
och fyll upp till mirket med destillerat vatten.

Blanda innehéllet och filtrera genom ett veckfilter (5.5).

Pipettera (5.3) en lamplig del (V ml) av det klara filtratet, men inte mer
dn 25 ml i en 100-ml volumetrisk kolv (5.2) och tillsétt destillerat
vatten till en volym pa 60 ml.

Blanda och tillsdtt 10,0 ml av sulfanilamidhydrokloridlésningen (4.4)
och sedan 6,0 ml 5 N saltsyra (4.5). Blanda och lat sta i fem minuter.
Tillsatt 2,0 ml N-1-naftylreagens (4.6), blanda och 14t std i tre minuter.
Spad med vatten till mirket och blanda.

Bered ett blankt prov genom att upprepa forfarandena 6.5 och 6.6 utan
tillsats av N-1-naftylreagens (4.6).

Mit (5.7) den optiska titheten vid 538 nm av 16sningen erhéllen enligt
6.6 genom att anvinda blanklsningen (6.7) som referens.

Avlés fran standardkurvan (6.10) natriumnitritinnehallet i pg per 100 ml
16sning (m, mikrogram) som motsvarar den optiska titheten uppmiitt i
6.8.

Genom anvéndning av 10 pg per ml natriumnitritlosning (4.2) bered en
standardkurva for koncentrationerna 0, 20, 40, 60, 80, 100 ug natrium-
nitrit per 100 ml.

BERAKNING
Berdkna natriumnitritinnehallet av provet i viktprocent med hjéilp av
foljande formel:

100 m;

250
%NaN02:207><m]><10‘6>< =V em 4o
m m

i vilken:

2
[

= vikten av provet i gram taget for analys (6.1),
m, = natriumnitritinnehdllet i mikrogram som finns i 6.9,

V = antalet milliliter av filtratet som anvands for métningen (6.5).

REPRODUCERBARHET (')

Vid ett innehéll av omkring 0,2 % m/m natriumnitrit bor skillnaden
mellan resultaten fran tva bestimningar utforda parallellt pa samma
prov inte Gverstiga ett absolut viarde pa 0,005 %.

IV. IDENTIFIERING OCH BESTAMNING AV FRI FORMALDEHYD

SYFTE OCH RACKVIDD

Denna metod beskriver identifiering och tva bestimningsmetoder
beroende pa om formaldehydavgivare finns nirvarande eller inte. Den
ar tillimplig pé alla kosmetiska produkter.

(') Se ISO Norm 5725.
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1.1.

1.2.

1.3.

3.1.

3.2

3.2.1.
3.2.2.
3.23.
3.24.

3.2.5.

3.3.

3.3.1.
3.3.2.

3.33.

4.1.

4.2.

42.1.

Identifiering

Generell bestimning med pentan-2,4-dion kolorimetri

Denna metod ldmpar sig ndr formaldehyd anvénds ensamt eller med
andra konserveringsmedel som inte dr formaldehydavgivare.

Diér detta inte &r fallet och om resultatet Gverskrider den maximalt
tillatna koncentrationen méaste foljande kompletterande metod anvéndas.
Bestimning vid niirvaro av formaldehydavgivare

I den metod som ndmns ovan (1.2) sonderdelas formaldehydavgivarna
under derivatiseringen och leder till resultat som ar for hoga (kombi-
nerad och polymeriserad formaldehyd).

Det dr nddvéndigt att separera den fria formaldehyden med vétskekro-
matografi.

DEFINITION

Innehéllet fri formaldehyd i provet som bestims enligt denna metod
uttrycks i viktprocent.

IDENTIFIERING

Princip

Fri och sammansatt formaldehyd i ett svavelsyrehaltigt medium ger
Schiff's reagens ljusrod eller ljuslila farg.

Reagens

Alla reagens bor vara av analytisk renhetsgrad och vattnet maste vara
demineraliserat.

Fuksin
Natriumsulfit hydrerad med 7 H,0O
Koncentrerad saltsyra (d = 1,19)

Svavelsyra, omkring 1 M

Schiff’s reagens:

100 mg fuksin (3.2.1) vidgs i en bédgare och 16ses i 75 ml vatten vid
80 °C. Efter avsvalning tillsitt 2,5 g natriumsulfit (3.2.2). Fyll upp till
100 ml.

Anvind inom tva veckor.

Utforande
Vig 2 g av provet i en 10-ml bagare.

Tillsatt tva droppar svavelsyra (3.2.4) och 2 ml Schiff's reagens (3.2.5).
Detta reagens maste vara helt farglost vid anvindning. Skaka och lat sta
i fem minuter.

Om en ljusrdd eller ljuslila farg upptriader inom de fem minuterna finns
formaldehyd nédrvarande i 6ver 0,01 % och skall bestimmas med den
fria och sammansatta metoden (4) och om nodvindigt med utforande
enligt punkt 5.

ALLMAN BESTAMNING MED PENTAN-2,4-DION KOLORIMETRI

Princip

Formaldehyd reagerar med pentan-2,4-dion i nirvaro av ammoniuma-
cetat under bildning av 3,5-diacetyl-1,4-dihydrolutidin. Detta
extraheras med butan-1-ol och absorptionen av extraktet mits vid
410 nm.

Reagens

Alla reagens bor vara av analytisk renhetsgrad och vattnet méste vara
demineraliserat.

Vattenfri ammoniumacetat
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422
4.2.3.

42.4.
4.2.5.
4.2.6.
42.7.
428.

4209.
4.2.10.
42.11.

4.2.12.

4.2.13.

4.2.14.

4.2.15.

4.3.

43.1.
43.2.
4.3.3.
43.4.
43.5.
4.3.6.

44,

44.1.

Koncentrerad éattiksyra, d*/4 = 1,05

Pentan-2,4-dion, nyligen destillerad under sénkt tryck 25 mm Hg 25 °C
— bor inte uppvisa nagon absorption vid 410 nm

Butan-1-ol

Saltsyra, 1 M

Saltsyra, ungefar 0,1 M
Natriumhydroxid, 1 M

Starkelselosning, nyberedd enligt Europeiska Farmakopén (1 g/50 ml
vatten), andra upplagan 1980, del I-VII-1-1

37-40-procentig w/v formaldehyd
Standard-jodlosning, 0,05 M

Standard-tiosulfatlosning, 0,1 M

Pentan-2,4-dion reagens:

Blanda i en 1 000-ml volumetrisk kolv:

— 150 g ammoniumacetat (4.2.1),
— 2 ml pentan-2,4-dion (4.2.3),
— 3 ml attiksyra (4.2.2).

Fyll upp till 1 000 ml med vatten (I6sningens pH omkring 6,4).
Detta reagens mdste vara nytillverkat.

Reagens (4.2.12) utan pentan-2,4-dion

Standardlésning av formaldehyd: stamlosning

Hill 5 g formaldehyd (4.2.9) i en 1 000-ml volumetrisk kolv och fyll
upp till 1 000 ml med vatten.

Bestdm styrkan pa denna 16sning enligt f6ljande:

Avlagsna 10,00 ml; tillsatt 25,00 ml standard-jodlosning (4.2.10) och
10,00 ml natriumhydroxidlosning (4.2.7).

Lat std i fem minuter.

Surgér med 11 ml HCI (4.2.5) och bestim 6verskottet jod med standard
natriumtiosulfatlosning (4.2.11) genom att anvinda stirkelselosning
(4.2.8) som indikator.

1 ml 0,05 M jod (4.2.10) som har gatt & motsvarar 1,5 mg formal-
dehyd.
Standardlésning av formaldehyd: spddd losning

Spad formaldehydstamlosningen successivt 1/20 och 1/100 med vatten.
1 ml av denna 16sning innehéller omkring 1 pg formaldehyd.

Berikna exakta innehallet.

Apparatur

Normal laboratorieutrustning

Fasseparationsfilter, Whatman 1 PS (eller motsvarande)
Centrifug

Vattenbad instéllt pd 60 °C

Spektrofotometer

Glasceller med en optisk géng pd 1 cm
Utforande

Proviosning

I en 100-ml volumetrisk kolv vigs inom 0,001 g en kvantitet (i g) av
provet motsvarande en formodad kvantitet formaldehyd pa omkring
150 pg.

Fyll upp till 100 ml vatten och blanda (I6sning S).
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44.2.

443.

44.4.
44.4.1.

4.4.42.

4.4.43.

4.4.44.

4.4.4.5.

4.4.5.
445.1.

4452,

4.4.5.3.

4.4.54.

4.45.5.

4.5.
45.1.

452,

(Kontrollera att pH 4r nédra 6; om inte spad i saltsyreldsning (4.2.6).)

Till en 50-ml Erlenmeyerkolv sitts:

— 10,00 ml av l6sningen S,
— 5,00 ml pentan-2,4-dionreagens (4.2.12),
— demineraliserat vatten till en slutlig volym pa 30 ml.

Referenslosning

Eventuell stérning pd grund av bakgrundsfirg i provet elimineras
genom att anvianda denna referenslosning:

Till en 50-ml Erlenmeyerkolv sitts:

— 10,00 ml S 16sning,
— 5,00 ml reagens (4.2.13),
— demineraliserat vatten till en slutlig volym p& 30 ml.

Blankprov

Till en 50-ml Erlenmeyerkolv sitts:

— 5,0 ml pentan-2,4-dionreagens (4.2.12),
— demineraliserat vatten till en slutlig volym pa 30 ml.

Bestimning

Skaka blandningarna fran 4.4.1, 4.4.2 och 4.4.3. Sénk ned Erlenmeyer-
kolvarna i ett vattenbad pa 60 °C i exakt 10 minuter. Lat svalna i tva
minuter i ett bad med isvatten.

Overfor i 50-ml separertrattar innehillande 10 ml butan-1-ol (4.2.4).
Skolj varje kolv med 3 — 5 ml vatten. Skaka blandningen kraftigt i
exakt 30 sekunder. Lt det separera.

Filtrera butan-1-ol fasen ned i mitcellerna (4.3.2) genom ett fassepara-
tionsfilter. Centrifugering (3 000 g i fem minuter) kan ocksd anvéndas.

Mit absorptionen A vid 410 nm av extraktet av provldsningen frén
4.4.1 mot extraktet av referenslosningen 4.4.2.

P& samma sitt mits absorptionen A av extraktet av blindldsningen frén
4.4.3 mot butan-1-ol.

OBS: Alla dessa operationer maste utféras inom 25 minuter fran det
ogonblick nir Erlenmeyerkolvarna placeras i vattenbad vid 60 °C.

Standardkurva

I en 50-ml Erlenmeyerkolv blandas:

— 5,00 ml av den utspidda standardldsningen fran 4.2.15,
— 5,00 ml av pentan-2,4-dionreagenset (4.2.12),

— demineraliserat vatten till en slutlig volym pa 30 ml.

Fortsétt som beskrivet i 4.4.4 och mét absorptionen mot butan-1-ol
(4.2.4).

Upprepa utforandet med 10, 15, 20 och 25 ml av den utspiddda stan-
dardlésningen (4.2.15).

For att erhalla nollvirde (motsvarande reagensets fargning) fortsétt som
1445.5.

Sammanstdll standardkurvan efter subtraktion av nollvérdet fran var och
en av absorptionerna som erhallits i 4.4.5.1 och 4.4.5.3. Beer's lag
giller upp till 30 mikrogram formaldehyd.

Berikningar

Subtrahera A, frin A, och avlis fran standardkurvan (4.4.5.5) méngden
C, i mikrogram, formaldehyd i provldsningen (4.4.1).

Berikna formaldehydinnehallet i provet (% m/m) med hjilp av foljande
formel:

C
10°

formaldehydinnehall i % =
-m
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4.6.

5.1.

5.2.

5.2.1.
5.2.2.
5.23.
5.2.4.
5.2.5.
5.2.6.
5.2.7.
5.2.8.
5.2.9.

5.2.10.
5.2.11
5.2.12.
5.2.13.
5.2.14.
5.2.15.

5.2.16.

5.2.17.

dar:
m = vikten av provdelen i 9.
Reproducerbarhet (')

Vid ett formaldehydinnehdll pa 0,2 % bor skillnaden mellan resultaten
av tva bestdmningar som utforts parallellt pd samma prov inte dversk-
rida 0,005 % for bestimning med pentan-2,4-dionkolorimetri.

Om bestdmningen av fritt formaldehyd leder till resultat stérre &n maxi-
mumkoncentrationen angiven i direktiv 76/768/EEG, t.ex.

a) mellan 0,05 % och 0,2 % i en omirkt produkt,

b) storre dn 0,2 % i produkten, om den ar mérkt eller inte,

skall utfoérandet i 5 nedan tillimpas.
BESTAMNING I NARVARO AV FORMALDEHYDAVGIVARE

Princip

Den separata formaldehyden forvandlas till ett gult lutidiniskt derivat
genom en reaktion med pentan-2,4-dion i en efterkolonnreaktor och
det erhéllna derivatet pavisas genom absorption vid 420 nm.

Reagens

Alla reagens bor vara av analytisk renhetsgrad och vattnet skall vara
demineraliserat.

Vatten av HPLC-kvalitet eller motsvarande
Vattenfri ammoniumacetat

Koncentrerad ittiksyra

Pentan-2,4,-dion (bevarad vid 4 °C)
Vattenfri dinatriumfosfat

85 % ortfosforsyra (d = 1,7)

Metanol av HPLC-kvalitet

Diklormetan

37 till 40 % w/v fomaldehyd
Natriumhydroxid, 1 M

Saltsyra,]1 M

Saltsyra, 0,002 M

Starkelselosning, nyberedd enligt Europeiska Farmakopén (se 4.2.8)
Standard-jodlésning 0,05 M

Standard-natriumtiosulfatldsning, 0,1 M

Mobil fas:

Vattenlosning av dinatriumfosfat (5.2.5), 0,006 M justerad till pH 2,1
med ortofosforsyra (5.2.6);

Efterkolonnreagens:

I en 1 000-ml volumetrisk kolv 16ses:

— 62,5 g ammoniumacetat (5.2.2),
— 7,5 ml ittiksyra (5.2.3),
— 5 ml pentan-2,4-dion (5.2.4).

Fyll upp till 1 000 ml med vatten (5.2.1).
Forvara detta reagens skyddat for ljus.

Forvaringstid: maximalt tre dagar vid 25 °C.

(') 1SO 5725.
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5.2.18.

5.2.19.

5.3.

5.3.1.
5.3.2.
5.3.3.

5.3.4.
5.3.5.

5.3.6.
5.3.7.
5.3.8.

5.3.9.

5.3.10.

5.3.11.

Ingen é&ndring av fargen bor synas;

Standardlésning av formaldehyd: stamlosning

Hall 10 g formaldehyd (5.2.9) i en 1 000-ml volumetrisk kolv och fyll
upp till 1 000 ml med vatten.

Bestidm styrkan av 16sningen enligt foljande:

Avldgsna 5,00 ml; tillsdtt 25,00 ml av standardjodlosningen (5.2.14)
och 10,00 ml av natriumhydroxidldsningen (5.2.10).

Lat std i fem minuter.

Surgdér med 11,00 ml HCI (5.2.11) och titrera dverskottet av standar-
djodlosning med standardtiosulfatldsning (5.2.15) genom att anvdnda
stirkelselosning (5.2.13) som indikator.

1 ml jodlosning (5.2.14) motsvarar 1,5 mg formaldehyd;

Standardlésning av formaldehyd: spddd losning

Spad stamldsningen till 1/100-del av dess ursprungliga styrka i den
mobila fasen (5.2.16). 1 ml av denna 16sning innehaller omkring 37 mg
formaldehyd.

Berikna det exakta innehallet.

Apparatur
Normal laboratorieutrustning
HPLC-pump, icke-pulserande

Icke-pulserande lagtryckspump for reagenset (eller ytterligare en
HPLC-pump)

Injektionsventil med en 10 mikroliters hylsa
Efterkolonnreaktor med foljande delar:

+ en 1-liters trehalsad kolv,
+ en 1-liters kolvvirmare,
+ tvd Vigreux-kolonner med minst 10 plattor, tva luftkylda,

+ ror (for varmeutbyte) 1,6 mm av rostfritt stdl — inre diameter
0,23 mm, ldngd = 400 mm,

+ teflonrér 1,6 mm — inre diameter 0,30 mm, ldngd 5 m (Fransk stick-
ning) se Tillagg 1),

+ ett T-stycke utan ndgon dod volym (Valco eller motsvarande),
+ tre forbindelser utan nagon déd volym

eller: en efterkolonn modul Applied Biosystems PCRS 520 eller
motsvarande forsedd med en 1-ml reaktor

Membranfilter, porstorlek 0,45 mikrometer
SEP-PAK® C patron eller motsvarande

Kolonner firdiga att anvinda

— Bischoff hypersil RP 18 (typ NC referens C 25.46 1805)
(5 pm, lingd = 250 mm, intern diameter = 4,6 mm),

— eller Dupont, Zorbax ODS
(5 pm, lingd = 250 mm, intern diameter = 4,6 mm),

— eller Phase SEP, spherisorb ODS 2
(5 pm, lingd = 250 mm, intern diameter = 4,6 mm).

For-kolonn

Bischoff K, hypersil RP 18 (referens KL G 6301 1805) (5 mikrometer,
langd = 10 mm, eller motsvarande).

Kolonnen och forkolonnen sammankopplas med en Ecotube system
(referens A 1502 0508 Bischoff) eller motsvarande.

Satt thop apparaten enligt 5.3.5 pa det sdtt som visas i blockschemat i
tillagg 2.

Sammankopplingarna efter injektionsventilen maste hallas sa korta som
mojligt. I detta fall dr det meningen att det rostfria roret mellan reakto-
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5.3.12.
5.3.13.
5.3.14.
5.3.15.
5.3.16.

5.4.

5.4.1.

5.4.2.

5.4.2.1.

5.4.22.

5.4.3.

rutslappet och detektorinslappet kyler blandningen fore detektering och
att temperaturen i detektorn dr okédnd men konstant.

UV-synlig detektor
Registrerare
Centrifug
Ultraljudsbad

Vibrerande blandare (virvel eller motsvarande).
Utforande

Standardkurva

Denna astadkoms genom att rita in topphdjderna som funktion av
koncentrationen av formaldehydstandard: utspadd.

Bered standardlosningarna genom att spdda referensformaldehydlos-
ningen (5.2.19) med den mobila fasen (5.2.16):

— 1,00 ml av 16sning (5.2.19) spads till 20,00 ml (omkring 185 pg/
100ml)

— 2,00 ml av 16sning (5.2.19) spads till 20,00 ml (omkring 370 pg/
100 ml)

— 5,00 ml av 16sning (5.2.19) spéds till 25,00 ml (omkring 740 pg/
100 ml)

— 5,00 ml av 16sning (5.2.19) spads till 20,00 ml (omkring 925 pg/
100 ml).

Standardlosningarna forvaras i en timme vid laboratorietemperatur och
maste vara nyberedda.

Ritlinjigheten hos standardkurvan &r god for koncentrationer mellan
1,00 och 15,00 pg/ml.

Preparering av prover

Emulsioner (krdmer, makeupunderlag, 6gonpennor)

Vig upp i en 100-ml kolv med propp till ndrmaste 0,001 g en kvantitet
av provet (m g) motsvarande en formodad kvantitet pa 100 pg formal-
dehyd.

Tillsatt 20,00 ml diklormetan (5.2.8) och 20,00 ml saltsyra (5.2.12)
noggrant uppmatt.

Blanda med den vibrerande blandaren (5.3.16) och med hjélp av ultral-
judsbadet (5.3.15).

Separera de tva faserna genom centrifugering (3 000 g i tvd minuter).
Under tiden tvitta en patron (5.3.7) med 2 ml metanol (5.2.7) och tvitta
med 5 ml vatten (5.2.1).

For 4 ml av vattenfasen av extraktet genom den tvittade patronen,
kassera de forsta 2 ml och ta vara pa den foljande fraktionen.
Lotioner, schampon

Vig upp i en 100-ml kolv med propp till nirmaste 0,001 g en mingd av
provet (m g) motsvarande en formodad mingd pa omkring 500 mikro-
gram formaldehyd.

Fyll upp till 100 ml med den mobila fasen (5.2.16).

Filtrera 16sningen genom ett filter (5.3.6) och spruta eller for det genom
en patron (5.3.7) behandlad som tidigare (5.4.2.1).

Alla 16sningarna méste sprutas omedelbart efter beredning.

Kromatografiska forhallanden

— Flodeshastighet hos den mobila fasen: Iml/min

— Reagensflode: 0,5 ml/min

— Total flodeshastighet vid detektormynningen: 1,5 ml/min
— Insprutad volym: 10 pl
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5.5.

5.6.

— Elueringstemperatur: Vid fall av besviérlig separation nedsénks
kolonnen i ett bad med smaéltande is: vénta tills temperaturen stabi-
liserats (15 - 20 min)

— Temperaturen i efter-kolonnreaktionen: 100 °C

— Detektion: 420 nm.

OBS: Hela det kromatografiska systemet och efterkolonnen maéste
skoljas ur med vatten efter anvdndning (5.2.1). Nér systemet
inte anvénts under mer én tvd dagar méste denna skoljning foljas
av skoljning med metanol (5.2.7). Fore aterkonditioneringen av

systemet ledes vatten genom det for att undvika aterkristalli-
sering.

Berikning

Emulsioner: (5.4.2.1):
Formaldehydinnehall i % (m/m):

C-107°-100 C-10*
5m  5m

Lotioner, schampon:

I detta fall blir formeln:

C-10°-100 C-10*
m B m

vikten av det anlyserade provet i g (5.4.2.1),

@]
|

= formaldehydkoncentrationen i pg/100 ml avldst fran standard-
kurvan (5.4.1).

Reproducerbarhet (')

Vid ett innehall pa 0,05 % formaldehyd bor skillnaden mellan resultaten
av tvd bestimningar som utfors parallellt pa samma prov inte Gverstiga
0,001 %.

Vid ett innehall pa 0,2 % formaldehyd bor skillnaden mellan resultaten
av tva bestdimningar som utforts parallellt pA samma prov inte Gverstiga
0,005 %.

V. BESTAMNING AV  RESORCINOL I SCHAMPON OCH

HARVATTEN

SYFTE OCH OMFATTNING

Denna metod specificerar den gaskromatografiska bestdimningen av
resorcinol i schampon och harvatten. Metoden ldmpar sig for koncentra-
tioner pa 0,1 upp till 2,0 viktprocent i provet.

DEFINITION

Resorcinolinnehéllet i provet, bestimt enligt denna metod, utrycks i
viktprocent.

PRINCIP

Resorcinol och 3,5-dihydroxitoluen, (5-metylresorcinol) tillsatt som
intern standard, separeras fran provet med tunnskiktskromatografi.
Béda foreningarna isoleras genom att skrapa flackarna fran tunnskiktsp-
lattan och genom att extrahera med metanol. Slutligen torkas de
extraherade foreningarna, silyleras och bestims med gaskromatografi.

(') 1SO 5725.
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4.1
4.2
43
4.4

4.5

4.6

4.7

4.8

4.9

49.1

492
493

5.1
52

6.1
6.1.1

6.1.2

REAGENS

Alla reagens maste vara av analytisk renhetsgrad.
Saltsyra 25 % (m/m)

Metanol

Etanol 96 % (v/v)

Fardiga kiselgel TLC plattor (plast eller aluminium) med fluorescerande
indikator. Avaktivera enligt foljande: spruta vanliga forut tackta kisel-
gelplattor med vatten tills de glaseras. Lat de besprutade plattorna
torka i rumstemperatur i en till tre timmar.

Observera

Om plattorna inte avaktiveras kan forluster av resorcinol férekomma
genom irreversibel adsorption pa kisel.

Framkallningslosning: aceton - kloroform - ttiksyra (20:75:5 i
volymforhéllande).

Resorcinol standardlgsning; 16s upp 400 mg resorcinol i 100 ml 96 %-
ig etanol (4.3) (1 ml motsvarar 4 000 pg resorcinol).

Intern standardlosning; 16s upp 400 mg 3,5-dihydroxitoluen (DHT) i
100 ml 96 %-ig etanol (4.3) (1ml motsvarar 4 000 ug DHT).

Standardlosning; blanda 10 ml av 16sning 4.6 och 10 ml av 16sning 4.7
i en 100-ml volumetrisk kolv, fyll upp till mirket med 96 %-ig etanol
(4.3) och blanda (1 ml motsvarar 400 pg resorcinol och 400 pg DHT).

Silyleringsmedel

N, O-bis-(trimetylsilyl)trifluoracetamid (BSTFA)
Hexametyldisilazan (HMDS)

Trimetylklorsilan (TMCS)

APPARATUR
Vanlig tunnskikts- och gaskromatografiutrustning

Glaskirl
UTFORANDE

Preparering av provet

Viég noggrant i en 150-ml bdgare en provdel (m gram) av produkten
som innehdller omkring 20 till 50 mg resorcinol.

Surgér med saltsyra (4.1) tills blandningen &r sur (omkring 2 till 4 ml
behovs), tillsdtt 10 ml (40 mg DHT) av den interna standardldsningen
(4.7) och blanda. Overfor i en 100-ml volumetrisk kolv med etanol
(4.3) fyll upp till mérket med etanol och blanda.

Satt 250 pl av 16sningen (6.1.2) pa en avaktiverad kiselplatta (4.4) som
en kontinuerlig linje omkring 8 cm lédng. Forsok fa linjen sa smal som
mojligt.

Sétt 250 pl av standardlosningen (4.8) till samma platta pd samma sétt
(6.1.3).

Sitt flackar pa tvd punkter av startlinjen med 5 pl av vardera 16sningen
4.6 och 4.7 for att hjélpa till med lokaliseringen efter framkallning av
plattan.

Framkalla plattan i en ofodrad (omittad) vanna fylld med framkall-
ningslosning 4.5 till dess 19sningens front har natt en linje 12 cm fran
startlinjen; vanligen tar detta omkring 45 minuter. Lufttorka plattan och
lokalisera resorcinol/DHT-zonen under kortvdg UV-ljus (254 nm). De
tvd foreningarna har ungefir samma R -virden. Markera banden med
en penna pad 2 mm avstind fran den utsides morka grinslinjen pa
banden. Avlidgsna dessa zoner och samla upp det adsorberade av
vardera bandet i en 10-ml flaska.

Extrahera det adsorberade innehdllande provet och det adsorberade
innehallande standardldsningen pa foljande sitt:
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6.1.9
6.1.9.1

6.1.9.2

6.2

6.2.1

6.2.2

Tillsdtt 2 ml metanol (4.2) och extrahera under en timme under konti-
nuerlig omrorning. Filtrera blandningen och upprepa extrationen under
ytterligare 15 minuter med 2 ml metanol.

Kombinera extrakten och avdunsta losningen genom att torka &ver
natten 1 en vakuumexsickator med ldmpligt torkmedel. Anvind inte
varme.

Silylera aterstoden (6.1.8) som angivet i antingen 6.1.9.1. eller 6.1.9.2.

Tillsdtt 200 ul BSTFA (4.9.1) med en mikrospruta och ldmna bland-
ningen i ett slutet kérl i 12 timmar vid rumstemperatur.

Tillsdtt successivt 200 ul HMDS (4.9.2) och 100 pl TMCS (4.9.3) med
en mikrospruta och upphetta blandningen under 30 minuter vid 60
grader C i ett slutet kdrl. Kyl blandningen.

Gaskromatografi

Kromatografiska forhdllanden

Kolonnen maste ge en upplosning, R, motsvarande eller battre &n 1,5,
dar:

/ R _ 4
R—>2 d R, —d Ry
Wi+ W,
i vilken:
R och R, = retentionstider i minuter for tvé toppar,

W, och W, = samma toppars bredd vid halv hdjd i mm,

d = skrivarhastigheten i mm per minut.

Foljande kolonn- och och gaskromatografiska forhallanden har befun-
nits ldmpliga:

Kolonn material: rostfritt stél

langd: 200 cm

intern diameter: ~ 3 mm

fyllnad: 10 % OV-17 pa Chromosorb WAW 100

till 120 mesh

Flamjoniseringsdetektor

Temperaturer:

kolonn: 185 °C (isotermal)
detektor: 250 °C
injektionsport 250 °C

Birargas: kvive

flode: 45 ml/min.

For instdllning av viéte och luftflode f6lj tillverkarens anvisningar.

Injicera 1 till 3 pl av 16sningen erhéllen enligt 6.1.9 i gaskromatografen.
Utfor fem injektioner for varje 10sning (6.1.9), méit toppytorna, tag
medeltalet av dessa och berdkna forhéllandet av toppytorna: S = toppyta
resorcinol/toppyta DHT.

BERAKNING

Koncentrationen av resorcinol i provet utryckt i vikt-procent (% m/m)
fds genom:

. 4 S
% resorcinol = — X prov

M Sstandardlésning

i vilken:

M = provdel i gram (6.1.1),
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S prov = medeltalet toppyteforhéllande enligt 6.2.2 for
provlésningen,

S standardlésning = medeltalet toppyteforhallande enligt 6.2.2 for
standardlgsningen.

REPRODUCERBARHET (')

Vid ett resorcinolinnehdll pa omkring 0,5 % bor skillnaden mellan
resultaten av tvd bestdmningar parallellt utférda pd samma prov inte
Overstiga ett absolut virde pa 0,025 %.

VI. BESTAMNING AV METANOL I RELATION TILL ETANOL

4.1
42
43
44

52
5.3
5.4

6.1

6.1.1

6.1.2

6.2
6.2.1
6.2.1.1

ELLER 2-PROPANOL

SYFTE OCH OMFATTNING

Denna metod beskriver den gaskromatografiska analysen av metanol i
alla typer av kosmetiska produkter (inklusive aerosoler).

Relativa halter pa 0 till 10 % kan bestdmmas.

DEFINITION

Metanolinnehéllet som bestdms enligt denna metod uttrycks i viktpro-
cent metanol i relation till etanol eller 2-propanol.

PRINCIP

Bestdmningen utférs med gaskromatografi.

REAGENS

Anviénd reagens av analytisk renhetsgrad.
Metanol

Absolut etanol

2-propanol

Kloroform, befriat fran alkoholer genom tvéttning med vatten

APPARATUR
Gaskromatograf:

med Katarometerdetektor for aerosolprover.

med flamjoniseringsdetektor for icke-aerosolprover.

Volumetriska kolvar, 100 ml

Pipetter, 2 ml, 20 ml, O till 1 ml

Mikrosprutor 0 till 100 pl och 0 till 5 pl och (endast for aerosolprover)
speciella gastita sprutor med skjutventil (se provutforande Bild 5) (%).

UTFORANDE

Preparering av prov

Provtagning av aerosolprodukter sker enligt kapitel II i bilagan till kom-
missionens direktiv 80/1335/EEG av den 22 december 1980 (*) och
analyseras gaskromatografiskt enligt villkoren i 6.2.1.

Prover av icke-aerosolprodukter tagna enligt ovanndmnda kapitel II
spiads med vatten till en halt av 1 till 2 % etanol eller 2-propanol och
analyseras sedan gaskromatografiskt enligt villkoren i 6.2.2.
Gaskromatografi

For aerosolprover anvinds katarometerdetektor.

Kolonnen fylls med 10 % Hallcomid M 18 pad Chromsorb WAW 100
till 200 mesh.

(') Se ISO Norm 5725.
() EGT nr L 383, 31.12.1980, s. 27.
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6.2.1.2

6.2.1.3

6.2.2

6.2.2.1

6.2.2.2

6.2.2.3

Kolonnen maste ge en upplosning, R, motsvarande eller battre &n 1,5,
dar

dR,—-dR
R=p - 2"°" ™
Wi+ W,
i vilken:
R, och R, = retentionstider i minuter hos tva toppar,

W, och W, = samma toppars bredd vid halv h6jd i mm,

d = skrivarens hastighet i mm per minut.

Foljande forhallanden tillater att denna upplosning uppnas:

Kolonn material: rostfritt stal

langd: 3,5 meter

diameter: 3 mm

Katarometerns bryggstrom: 150 mA

Biérargas: helium — tryck: 2,5 bar; flode:
45 ml/min.

Temperaturer:

injektionsport: 150 °C

detektor: 150 °C

kolonnugn: 65 °C

For icke-aerosol prover:

Kolonnen fylls med Chromosorb 105 eller Porapak QS och flamjoniser-
ingsdetektorn anvénds.

Kolonnen maste ge en upplosning, R, motsvarande eller béittre dn 1,5,
dar:

dRy—dR
R=p —2—° ™
W+ W,
i vilken:
R, och R, = retentionstiderna i minuter av tva toppar,

W, och W, = samma toppars bredd vid halv hojd i mm,

d’ = skrivarens hastighet i mm per minut.

Denna upplosning har erhéllits vid anvindning av f6ljande
forhallanden:

Kolonn material: rostfritt stél

langd: 2 meter

diameter: 3 mm

Elektrometerkdnslighet: 8 x 101°A

bérare: kvive — tryck: 2,1 bar; flode:
40 ml/min

hjélpgas: vite — tryck: 1,5 bar; flode:
20 ml/min

Temperaturer:

injektionsport 150 °C

detektor: 230 °C

kolonnugn: 120° till 130 °C
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72

STANDARDDIAGRAM

For gaskromatografiutforande 6.2.1 (Hallcomid M 18 kolonn) anvénds
foljande standardblandning. Bered dessa blandningar med métpipetter,
men ta reda pad den exakta mingden genom att viga pippetten eller
kolven omedelbart efter varje tillsats.

Etanol
Relativ styrka Metanol eller 2- Kloroform tillsatt till en
(m/m %) (ml) propanol volym pa
(ml)
ungefar 2,5 % 0,5 20 100 ml
ungefar 5,0 % 1,0 20 100 ml
ungefir 7,5 % 1,5 20 100 ml
ungefir 10,0 % 2,0 20 100 ml

Injicera 2 till 3 pl i kromatografen enligt villkoren i 6.2.1.

Berdkna toppytornas forhéllande (metanol/etanol) eller (metanol/2-
propanol) av varje blandning.

Rita upp standarddiagram genom att anvinda
X-axel: % metanol i forhallande till etanol eller 2-propanol,

Y-axel:  toppyteforhdllande  (metanol/etanol) eller  (metanol/2-
propanol).

For gaskromatografiutférandet 6.2.2 (Poropak QS eller Chromosorb
105) anvinds foljande standardblandningar. Bered dessa blandningar
genom att méta med mikrospruta och pipett, men ta reda pa den exakta
mingden genom att viga pipetten eller kolven omedelbart efter varje
tillsats.

Etanol
Relativa styrka Metanol eller 2- Vatten tillsatt till en
(m/m %) (u propanol volym pa
(ml)
ungefir 2,5 % 50 2 100 ml
ungefar 5,0 % 100 2 100 ml
ungefir 7,5 % 150 2 100 ml
ungefir 10,0 % 200 2 100 ml

Injicera 2 till 3 pl i kromatografen genom anvindning av forhallandena
1622

Berikna toppyteforhallandet (metanol/etanol) eller (metanol/2-propanol)
av varje blandning.

Rita upp standarddiagram genom att anvdnda

X-axel: % metanol i forhallande till etanol eller 2-propanol,

Y-axel: toppyteforhillande (metanol/etanol) eller (metanol/2-propanol)
Standarddiagrammet maste vara en rét linje.
REPRODUCERBARHET (')

Vid metanolinnehdll pad 5 % i forhallande till etanol eller 2-propanol
bor skillnaden mellan tva bestimningar som utfors parallellt pA samma
prov inte dverstiga 0,25 %.

(') Se Norm ISO 5725.
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Tilldgg 1

INSTRUKTION TILL ”FRANSK STICKNING”

HJALPMEDEL

— En tradrulle av tri:

yttre diameter 5 cm med ett hal pad 1,5 cm diameter genom centrum. Sitt i
fyra stdlndlar (som framgar av figur 1 och 2). Avstandet mellan tvd nalar
maéste vara 1,8 cm och de maste vara 0,5 cm fran hélet,

— en styv nal (av typen halvnotskrok) for att 6gla om teflonroret,
— 5 m 1,6 mm teflonrér, inre diameter 0,3 mm.

UTFORANDE

Vid paborjandet av den “franska stickningen” maéste teflonroret trds fran
overdelen av trddrullen till underdelen genom mitthalet (omkring 10 cm av
roret lamnas utskjutande fran underdelen av tradrullen s& att kedjan kan dras
igenom vid stickningsprocessen). Linda sedan roret runt de fyra nalarna i tur
och ordning som framgar av figur 3.

Overdelen och underdelen av den “franska stickningen” kommer att skyddas av
en metallring och kompressionsskruvar; var forsiktig sa att teflonet inte klams
vid atdragningen. Linda roret runt varje nél en andra géng och gor “maskorna”
enligt foljande:

— lyft det lagre roret over det dvre roret med kroken (se figur 4). Upprepa
denna process pa var och en av ndlarna i tur och ordning (1, 2, 3, 4 i rikt-
ning moturs) till dess 5 m eller 6nskad ldngd pé stickningen har erhllits.

Lamna omkring 10 cm av roret for att sluta kedjan. Trad réret genom var och en
av Oglorna och drag forsiktigt for att sluta dndan av kedjan.

OBS: Fardigtillverkad “fransk stickning” for efterkolonnreaktorer finns pa
marknaden (Supelco).
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M1
Schematiskt diagram av spolen

Fpur 7

1cm

Forsta roret

10cm

Frour ¥

— — o — — - m— ves et SR e—m e w— e - —

Andra roret

e = e e e e e e e e e e e s e e— e

—— For att bilda en "maska’ lyft det nedre roret (obruten
linje) upp 6ver det andra roret (streckad linje)

Figur s

A40°
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Tilldgg 2

= HPLC-pump
= Injektionsventil
Kolonn med férkolonn

= Reagenspump

[ N
Il

= T-stycke utan dod volym
5" = T-stycke (Vortex)
6-6' = Forbindelse utan dod volym

7 = ”Franch stickning”

7" = Reaktor

8 = 3-halsad kolv med kokande vatten
9 = Kolvvirmare

10 = Kylare

11 = Rostfritt virmevaxlarror

11" = Virmevixlare

12 = UV-synlig detektor

13 = PCRS 520 efterkolonnmodul

5.3.5.

5.3.6.

Elueringsvatska Reagenser



