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Mitt. Gebiete Lebensm. Hyg. 83, 492-508 (1992)
Eingegangen 9. Juni 1992. Angenommen 29. Juni 1992

Bestimmung von Konservierungsstoffen in Duschmitteln
und Schaumbidern

Determination of Preservatives in Body Shampoos and Bubble Baths

Ch. Biirgiund T. Otz

Kantonales Laboratorium Basel-Stadt, Basel

Einleitung

In der Schweiz sind tiber 40 antimikrobiell wirksame Substanzen als Konser-
vierungsmittel in Kosmetika zugelassen. Viele dieser Verbindungen sind in letzter
Zeit unter Beschuss geraten, da sie bei empfindlichen Personen Allergien auslésen
kénnen. Um Produkte mit ungeeigneten Inhaltsstoffen meiden zu kénnen, sind
Allergiker auf eine Deklaration angewiesen. Eine Deklarationspflicht fiir Konser-
vierungsmittel in Kosmetika wurde 1988 in einem Schreiben des Bundesamtes fiir
Gesundheitswesen (1) vorgeschlagen. Um einen Einblick in die aktuelle Marktsi-
tuation zu erhalten und um die Einhaltung der erlaubten Hochstkonzentrationen
(2) zu iberpriifen, wurde von uns eine Untersuchung an Duschmitteln und
Schaumbidern durchgefiihrt (3). Diese bezog sich auf die in Tabelle 1 und Abbil-
dung 1 dargestellten Verbindungen, von welchen die meisten in der Fachliteratur
als Allergene erwihnt wurden (Isothiazolinone (4-8), Parabene (8-11), Chlorkresol
(11), Triclosan (8, 11), Triclocarban (8, 11), Bromchlorophen (11), Hexachlorophen
(8, 11), Dibromdicyanobutan (12, 13)).

Es sind bereits einige Verfahren zur Analyse dieser Stoffe bekannt: Matissek (14,
15) veroffentlichte umfassende Arbeiten {iber Isothiazolinone; zahlreiche Autoren
beschrieben die Diinnschichtchromatographie (DC) (16-19) und die Hochdruck-
Flissigkeitschromatographie (HPLC) (20-23) verschiedenster Konservierungs-
mitte] fiir Kosmetika; Kruijf und Schouten (24) stellten ein Screening-Verfahren vor,
mit dessen Hilfe Konservierungsstoffe in Kosmetika nachgewiesen werden kon-
nen.

Auf der Grundlage dieser Arbeiten wurden Analysenmethoden entwickelt,
welche es erlauben, die eingangs erwihnten Verbindungen zu identifizieren und zu
quantifizieren.
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Tabelle 1. Liste der untersuchten Konservierungsstoffe

Name Synonyme (Auswahl) CTFA-Bezeichnung Chemische Bezeichnung Handelsnamen (Auswahl)
(Methyl)isothiazolinone | (Methyl)isothiazolone Kathon CG, Euxyl K 100
Methyl(chlor)isothiazoli- | Methyl(chlor)isothiazolon | Methyl(chlor)isothiazoli- | (5-Chlor-) 2-methyl-3
non none (2H)-1isothiazolon
Phenoxyethanol Ethylenglykolmonophe- | Phenoxyethanol 2-Phenoxyethanol Phenoxetol
nylether
Parabene PHB-Ester Nipagine, Solbrole
Methylparaben Methylparaben 4-Hydroxy-benzoesiure-
methylester
Ethylparaben Ethylparaben " -ethylester
n-Propylparaben Propylparaben Propylparaben " -propylester
| iso-Propylparaben " -isopropylester
n-Butylparaben Butylparaben Butylparaben " -butylester
iso-Butylparaben , " -isobutylester
Benzylparaben Benzylparaben " -benzylester
Chlorkresol 4-Chlor-m-kresol p-Chloro-m-cresol 4-Chlor-3-methylphenol | Preventol, PCMC
Triclosan 2,4,4’-Trichlor-2’-hy- Triclosan 5-Chlor-2-(2,4-dichlor- | Irgasan DP 300
droxy-diphenylether phenoxy)-phenol
Triclocarban 3,4,4-Trichlorcarbanilid | Triclocarban N-(4-Chlorphenyl)-N’- | TCC
(3,4-dichlorphenyl)-harn-
stoff
Bromchlorophen 3,3’-Dibrom-5,5’-dichlor- | Bromchlorophene Bis-(3-Brom-5-chlor-2- | Bromophen
2,2’-dihydroxy-diphenyl- hydroxyphenyl)-methan
methan
Hexachlorophen 2,2’-Dihgdroxy-3,5,6, Hexachlorophene Bis-(3,5,6-Trichlor-2-hy- | Hexachlorophen
3’,5°,6’,-hexachlordiphe- droxyphenyl)-methan -
nylmethan
Dibromdicyanobutan 1,2-Dibrom-2,4-dicyano- | Methyldibromo 2-Brom-2’-brommethyl- | Euxyl K 400, Tektamer 38
butan glutaronitrile pentandinitril
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Abb. 1. Strukturformeln der in Tabelle 1 erwihnten Konservierungsstoffe

Problemstellung

Fiir unsere Untersuchung an Duschmitteln und Schaumbidern benétigten wir
eine schnelle und zuverldssige Analysenmethode. Es war geplant, mit einem Scree-
ning-Verfahren (DC) zunichst den qualitativen Nachweis der Konservierungsstof-
fe zu liefern. Die Bestitigung und/oder Quantifizierung der «positiven» Proben
sollte danach mittels einer unabhingigen Methode (HPLC, Gaschromatographie
(GQ)) erfolgen. Es wurde darauf geachtet, eine einfache Probenvorbereitung anzu-
wenden und in einem Chromatogramm moglichst viele Konservierungsmittel
gleichzeitig bestimmen zu konnen.
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Experimenteller Teil

DC

Apparate und Reagenzien

Auftragegerite Camag Nanomat II und Camag Linomat IV. Camag Horizontal-
entwicklungskammer 10 x 10 cm. Desaga Tauchkammer «Baron-DC-Tauchfix».
Zeiss Chromatogramm-Spektralphotometer KM3 mit System Photometer PMQ3.
HPTLC-Fertigplatten RP-18 WF 2545 10 x 10 cm, Merck Art. 13124. HPTLC-Fer-
tigplatten Kieselgel 60 F 254 10 x 10 cm, Merck Art. 5629.

Bond Elut® C-18 Siule, size 3cc, bonded phase C18, mfg. Code 0194 (Varian) zur
Probenvorbereitung.

Methanol (Merck Art. 6009), Aceton (Merck Art. 14), Essigsdure 100% (Merck Art.
63), Ammoniak 25% (Merck Art. 5432), Ethylacetat (Merck Art. 9623), Toluol
(Merck Art. 8325), Wasser : R>17M52/cm (NANOpur).

Derivatisierungsreagenz A (25): 2,2’-Bipyridin (Merck Art. 3098), Eisen (III)-chlo-
rid (Merck Art. 3943), Ethanol (Merck Art. 983).

Derivatisierungsreagenz B (25): Blei (IV)-acetat (Merck Art. 7375), 2°, 7>-Dichlor-
fluorescein (Fluka Art. 35848), Essigsiure 100% (Merck Art. 63), Ethanol (Merck
Art. 983), Toluol (Merck Art. 8325).

Probenvorbereitung fiir Phenoxyethanol, Parabene und halogenierte aromatische
Verbindungen

2 g Kosmetikum wurden mit 2 ml Methanol versetzt und ca. 30 min im
Ultraschallbad gel6st bzw. suspendiert. Unlésliche Anteile wurden abzentrifugiert.
Zur Abtrennung stérender Begleitstoffe wurde durch eine Bond Elut® C-18 Saule,
welche vorher mit 2 ml Methanol konditioniert wurde, filtriert. Die Absorption
der gesuchten Stoffe an der C-18 Siule ist fiir unsere Zwecke vernachlissigbar.

Bedingungen fiir Phenoxyethanol, Parabene und halogenierte aromatische
Verbindungen

HPTLC-Platten: RP-18 WF 254s. Kammersittigung: 10 min. Laufstrecke: 5 cm.
Detektion: Fluoreszenzloschung bei 254 nm bzw. Farbreaktion mit Derivatisie-
rungsreagenz A. Auftragemenge: 1 pl.

Fliessmittel I: Methanol/1,25% Ammoniak/Wasser 60:5:35. Fliessmittel II: Metha-
nol/0,63% Ammoniak/Wasser 60:5:35. Fliessmittel III: Methanol/Essigsiure/Was-
ser 60:10:30.

Bedingungen bei Verwendung von Derivatisierungsreagenz B: Kieselgel 60 F-254
HPTLC-Platten mit Fliessmittel (Bsp.) Toluol/Ethylacetat/25% Ammoniak
3565:1.
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FHPEG

Apparate und Reagenzien

HPLC-Pumpe und System Controller Waters 600 MS mit UV-Detektor Waters
484 MS und Injektor Waters UK6. Auswertung mit Maxima 820 Chromatogra-
phie-Software auf ACP IV.

Vorsdule: Knauer LiChrosorb RP-18, 5 u, 30 x 4,6 mm. Trennsiule: Knauer Li-
Chrosorb RP-18, 5 u, 120 x 4,6 mm.

Mobile Phase A: Methanol (LiChrosolv gradient grade, Merck Art. 6007). Mobile
Phase B: 1% HCOOH (Merck Art. 264) in Wasser (LiChrosolv, Merck Art. 15333).
Millex® HV13-Filter, 0,45 pm, 13 mm Filter unit, catalogue no. SJHV 013 NS
(Millipore).

Methanol (Merck Art. 6009), HCOOH (Merck Art. 264), Wasser : R>17M52/cm
(NANOpur).

Interne Standards: Vanillin (Fluka Art. 94750), Phenol (Merck Art. 206), 2,4-Di-
chlor-3,5-dimethylphenol (Heraeus Art. 002224).

Probenvorbereitung fiir Isothiazolinone

5 g Kosmetikum wurden in einen verschliessbaren 25-ml-Erlenmeyerkolben
eingewogen und mit 5 ml 1% Ameisensiure in Wasser versetzt (bei Bestimmung
der Wiederfindungsraten wurden 50 ug bzw. 100 ug Isothiazolinone zugesetzt).
Die Probe wurde gut geschiittelt und ca. 15 min im Ultraschallbad geldst bzw.
suspendiert. Unlésliche Anteile wurden abzentrifugiert. 1 ml des Uberstandes
wurde mit 1 mlinternem Standard (6 ng Vanillin und 60 ng Phenol pro ul Methanol)
verdiinnt, gut geschiittelt und durch einen Millex® HV13-Filter gereinigt.

Probenvorbereitung fiir Phenoxyethanol, Parabene und halogenierte aromatische
Verbindungen

1 g Kosmetikum wurde in einen verschliessbaren 25-ml-Erlenmyerkolben ein-
gewogen und mit 10 ml 1% Ameisensaure in Methanol versetzt (bei Bestimmung
der Wiederfindungsraten wurden 1,5 bzw. 3,0 mg Phenoxyethanol, 0,5 bzw. 1,0 mg
Parabene und Triclosan, 0,25 bzw. 0,5 mg Triclocarban und 1,0 bzw. 2,0 mg der
restlichen chlorierten Phenole zugesetzt). Die Probe wurde gut geschiittelt und ca.
15 min im Ultraschallbad gelést bzw. suspendiert. Unldsliche Anteile wurden
abzentrifugiert. 200 ul des Uberstandes wurden mit 2 ml internem Standard (40 ng
2,4-Dichlor-3,5-dimethylphenol pro ul Methanol) verdiinnt und durch einen Mil-
lex® HV13-Filter gereinigt.

Bedingungen fiir Isothiazolinone

Gradientenprogramm: 0,0 min 10%A, 90%B — lineare Verinderung — 18,0 min
40%A, 60%B — sofortige Verinderung (Sptilen) — 25,0 min 100%A, 0%B —
sofortige Verinderung (Neukonditionierung) — 30,0 min 10%A, 90%B. Fluss:
1 ml/min. Injektionsvolumen: 10 pl. Detektor: 280 nm.
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Bedingungen fiir Phenoxyethanol, Parabene und halogenierte aromatische
Verbindungen

Gradientenprogramm: 0,0 min 40%A, 60%B — lineare Verinderung — 8,0 min
53%A, 47%B — 1sokratisch — 22,0 min 53%A, 47%B — lineare Verinderung —
50,0 min 90%A, 10%B — isokratisch — 55,0 min 90%A, 10%B — sofortige
Verinderung (Spiilen) — 60,0 min 100% A, 0% B — sofortige Verinderung (Neu-
konditionierung) — 65,0 min 40%A, 60%B. Fluss: 1 ml/min. Injektionsvolumen:
10 pl. Detektor: 280 nm.

GC

Apparate und Reagenzien

Varian Vista 6000 mit ECD-Detektor und Helium als Triagergas. Kapillarsiule ] &
W, DB-5, P/N 123-5033, 30 m x 0,32 mm, Beschichtung 1 um.

Millex® HV13-Filter, 0,45 um, 13 mm Filter unit, catalogue no. SJHV 013 NS
(Millipore).

Ethylacetat (Merck Art. 9623), Natriumsulfat wasserfrei (Merck Art. 6649), Kie-
selgel-60 0,063-0,200 mm (Merck Art. 7734).

Probenvorbereitung fiir Isothiazolinone (nach (26))

2 g Kosmetikum und 2 ml Ethylacetat wurden gut geschiittelt. Danach wurde
1 Spatel (ca. 1 g) wasserfreies Natriumsulfat dazugegeben und wiederum geschiit-
telt. Der Uberstand wurde durch einen Millex® HV13-Filter gereinigt. 200 pl des

filtrierten Uberstandes wurden mit Ethylacetat auf 10 ml verdiinnt.

Probenvorbereitung fiir Dibromdicyanobutan

5 g Kosmetikum wurden mit 10 g Kieselgel-60 vermischt. Die rieselfihige Masse
wurde in eine kleine Chromatographiesiule eingefiillt und mit 50 ml Ethylacetat
eluiert. Das Eluat wurde unverdiinnt eingespritzt.

Bedingungen fiir Isothiazolinone

Injektortemperatur: 220 °C, Detektortemperatur: 300 °C. Ofentemperatur: 60°C
— (15 °/min) — 150 ° (7 min) — (15 °/min) — 250 °C. Injektionsvolumen: 1 pl
splitless (30 s).

Bedingungen fiir Dibromdicyanobutan

Injektortemperatur: 220 °C, Detektortemperatur: 300 °C. Ofentemperatur: 60 °C
— (15 °/min) — 130 °C — (5 °/min) — 150 °C (10 min) — (15 °/min) — 250 °C
(4 min). Injektionsvolumen: 1 pl splitless (30 s).

497
Mitt. Gebiete Lebensm. Hyg., Band 83 (1992)



HPLC-MS

Apparate und Reagenzien

Finnigan Mat TSQ 70 triple stage quadrupol Massenspektrometer mit Thermo-
spray LC/MS-Interface, angeschlossen an das oben beschriebene HPLC-Gerit.
Siulen: s. unter HPLC.

Mobile Phase A: 90% Methanol (LiChrosolv gradient grade, Merck Art.
6007)/10% Wasser (LiChrosolv, Merck Art. 15333). Mobile Phase B: 10% Metha-
nol/90% Wasser.

Probenvorbereitung fiir Parabene

Wie oben beschrieben fiir HPLC von Phenoxyethanol, Parabenen und haloge-

nierten aromatischen Verbindungen.

Bedingungen fiir Parabene

Gradientenprogramm: wie oben beschrieben fir HPLC von Phenoxyethanol,
Parabenen und halogenierten aromatischen Verbindungen. Fluss: 1 ml/min. Injek-
tionsvolumen: 10 pl. Vaporizertemperatur: 100 °C. Jettemperatur: 230 °C. Detek-
tion: Full scan bzw. selected ion monitoring (SIM). 0,4 ml/min 0,05M Ammonium-
acetat-Puffer.

Referenzsubstanzen

— Kathon CG mit Analysenzertifikat der Herstellerfirma Rohm & Haas France
SA (0,39% Methylisothiazolinon, 1,15% Methylchlorisothiazolinon und
23,20% Stabilisator (Magnesiumchlorid und -nitrat) in Wasser) wurde uns
freundlicherweise von der Firma Christ-Chemie AG, Aesch, zur Verfiigung

estellt.

- %henoxyethanol: Fluka Art. 77699 (2-Phenoxy-ethanol).

— Methylparaben: Fluka Art. 54750 (4-Hydroxy-benzoesiure-methylester).

— Ethylparaben: Fluka Art. 54660 (4-Hydroxy-benzoesiaure-ethylester).

— 1so-Propylparaben: K&K Laboratories Art. 201759 (Isopropyl-p-hydroxyben-
zoate).

— n-Propylparaben: Fluka Art. 54790 (4-Hydroxy-benzoesdure-propylester).

— iso-Butylparaben: K&K Laboratories Art. 202548 (Isobutyl-p-hydroxyben-
zoate).

— n-Butylparaben: Fluka Art. 54680 (4-Hydroxy-benzoesiaure-butylester).

— Benzylparaben: Pfaltz & Bauer Art. B07345 (Benzyl-p-hydroxybenzoate).

— Chlorkresol: Fluka Art. 24940 (4-Chlor-m-kresol).

— Triclosan: Ciba-Geigy AG (Irgasan DP 300).

— Triclocarban: Aldrich Art. 10,593-7 (3,4,4’-Trichlordiphenylharnstoff).

— Bromchlorophen: Merck Art. 3281.

— Hexachlorophen: Aldrich Art. 23,458-3.
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— Euxyl K 400 mit Analysenzertifikat der Herstellerfirma Schilke & Mayr GmbH
(20,2% Dibromdicyanobutan in Phenoxyethanol) wurde uns freundlicherweise
von der Firma Dolder AG, Basel, zur Verfiigung gestellt.

— Dibromdicyanobutan wurde uns freundlicherweise von der Firma Schiilke &
Mayr GmbH, Norderstedt (Deutschland), zur Verfigung gestellt.

Vorgehen und Resultate

Analyse von Isothiazolinonen (Kathon CG)

Isothiazolinone, besser bekannt unter den Handelsnamen wie Kathon CG und
Euxyl K 100, sind Mischungen von Methylisothiazolinon und Methylchlorisothia-
zolinon. Sie werden in Duschmitteln und Schaumbidern mit einer erlaubten
Hochstkonzentration von 25 mg/kg (2) angewandt. Der neue, rechtlich aber un-
verbindliche Grenzwert (1) liegt bei 15 mg/kg. Wegen dleser, gegeniiber den
anderen untersuchten Konservierungsmitteln bis zu 3 Zehnerpotenzen kleineren
Einsatzkonzentration, musste diese wasserlosliche Verbindungsklasse speziell
analysiert werden.

IBIC

Die DC erwies sich als eine zu wenig nachweisstarke Methode zur Identifikation
von Isothiazolinonen. Auf einer RP-18-Platte konnte lediglich eine Nachweisgren-
ze von 100 ng Isothiazolinone erreicht werden (Detektion be1278 nm mit DC-Scan-
ner). Um diesen Wert zu erreichen, miissten bei einer Einsatzkonzentration von
10 mg/kg 10 ul unverdiinntes K osmetikitm ant die Platte aufgetragen werden, was
in der Praxis nicht realisierbar ist. Mit dem Fliessmittel Methanol/0,4% Essigsidure
1:2 wurden folgende Rf-Werte erreicht: Methylisothiazolinon 0,55, Methylchlor-
isothiazolinon 0,42. Derivatisierungsversuche mit Malachitgriin auf Kieselgel-60-
Platten (14) brachten keine Verbesserung der Empfindlichkeit. Auf die Anwendung
eines aufwendigen Anreicherungsverfahrens (z. B. nach (14)), wurde im Hinblick
auf unser Ziel, mit der DC eine schnelle Nachweismethode fiir Isothiazolinone zu
besitzen, verzichtet.

HPEC

Mit Hilfe der HPLC wurde eine Nachweisgrenze von 1 mg Isothiazolinone pro
kg Kosmetikum erreicht (entspricht 2,5 ng Isothiazolinone absoclut), so dass die in
Kosmetika iibliche Anwendungskonzentration (unterer ppm-Bereich) problemlos
nachgewiesen werden konnte (sieche Abb. 2). Die Kalibrierung erfolgte anhand
eines externen Standards, einem Handelsmuster Kathon CG mit Analysenzertifikat
(die Isothiazolinone sind als Einzelsubstanzen nicht erhaltlich). Zusatzlich wurde
ein interner Standard zur Probe gegeben (Gemisch von Phenol und Vanillin), um
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in Zweifelsfillen die Peakzuordnung zu erleichtern. Die Eichkurven fiir Methyl-
1isothiazolinon und Methylchlorisothiazolinon waren im gemessenen Bereich von
5 ng bis 100 ng Isothiazolinone linear. Die Wiederfindungsraten aus den untersuch-
ten Kosmetika lagen iiber 95%. Im Kathon CG, welches uns als Eichsubstanz zur
Vertiigung stand, betrug das Verhiltnis Methylchlorisothiazolinon zu Methyliso-
thiazolinon ungefihr 3:1. In einigen der untersuchten Handelsmuster war es aller-
dings kleiner. Dies kann an der geringeren Stabilitit der Chlorverbindung liegen
(26), moglicherweise wurde auch ein anderes Isothiazolinon-Handelsprodukt als
Kathon CG eingesetzt.

GC

Als zweite unabhingige Methode zur Bestitigung der mittels HPLC erzielten
Resultate wurde die GC mit ECD-Detektor angewandt. Die durch HPLC erzielten
Resultate konnten semiquantitativ bestatigt werden. Die Nachweisgrenze fiir Me-
thylchlorisothiazolinon betrug ca. 0,7 mg/kg Kosmetikum (ca. 7 pg Methylchlor-
isothiazolinon absolut). Ein quantitatives Verfahren wurde bisher nicht ausgear-
beitet.

Analyse von Phenoxyethanol, Parabenen und halogenierten aromatischen
Verbindungen

Unser Ziel bestand darin, alle folgenden Verbindungen in einem Chromato-
gramm zu trennen, zu identifizieren und zu quantifizieren. In Klammern sind
jeweils die erlaubten Hochstkonzentrationen (2) fiir Duschmittel und Schaumbi-
der angegeben: Phenoxyethanol (1,0%); Parabene (£ von Methyl-, Ethyl-, n-Pro-
pyl-, iso-Propyl-, n-Butyl- und iso-Butylparabenen: 0,8%; Benzylparaben: 0,1%);
Chlorkresol (2,0%); Triclosan (2,0%); Triclocarban (2,0%); Bromchlorophen
(2,0%); Hexachlorophen (1,0%; nach (1): gestrichen).

BlC

Als Screeningmethode zur schnellen Identifikation der erwihnten Verbindun-
gen wurde die DC angewandt. Fiir die gebrauchlichen Anwendungskonzentratio-
nen von ca. 0,1% konnte diese problemlos verwendet werden. Eine Nachweisgren-
ze wurde deshalb nicht bestimmt. Als Referenz wurde jeweils 1 pg Substanz
aufgetragen (Ausnahmen: Parabene 0,4 lig, Triclocarban 0,1 pug). Die Rf-Werte fiir
die verwendeten Fliessmittel I-III sind in Tabelle 2 dargestellt. Die Werte fiir
iso-Propylparaben entsprachen ungefihr denjenigen fiir n-Propylparaben, diejeni-
gen fiir iso-Butyl- und Benzylparaben denjenigen fiir n-Butylparaben. Sie werden
deshalb nicht speziell aufgefiihrt. Fliessmittel I zeigte sich am besten geeignet, um
alle untersuchten Verbindungen in einem Chromatogramm zu trennen. Fliessmittel
IT eignete sich speziell fiir die Unterscheidung von Methylparaben und Bromchlo-
rophen, Fliessmittel III fiir die Unterscheidung von Hexachlorophen und Propyl-
paraben. Die fiir die halogenierten Phenole getroffenen Zuordnungen konnten
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Tabelle 2. DC von Phenoxyethanol, Parabenen und halogenierten aromatischen
Verbindungen auf RP-18-Platten: Rf-Werte bei Verwendung der Fliess-
mittel T (Methanol/1,25% Ammoniak/Wasser 60:5:35), II (Metha-
nol/0,63% Ammoniak/Wasser 60:5:35) und III (Methanol/Essigsiu-
re/Wasser 60:10:30)

I II III
Phenoxyethanol 059 0,62 0,77
Methylparaben 0,76 0,60 077
Ethylparaben 0,70 : 0,54 0,72
n-Propylparaben 0,62 0,46 0,66
n-Butylparaben 0,52 0,37 0,58
Chlorkresol 0,48 0,47 0,68
Triclosan @35 0,22 0,43
Triclocarban 0,14 0,19 0,40
Bromchlorophen 0,79 0,44 0,30
Hexachlorophen 0,65 0,46 022

zusdtzlich durch Farbreaktionen mit den Derivatisierungsreagenzien A und B (25)
bestatigt werden (siehe Tabelle 3). Auf Kieselgel-60-Platten konnte auch das Deri-
vatisierungsreagenz B verwendet werden, welches auf den normalerweise verwen-
deten RP-18-Platten keine deutliche Farbreaktion erzeugte. Weitere Beispiele fir
Farbreaktionen finden sich in der Literatur (16-19).

Tabelle 3. Farbreaktionen von halogenierten Phenolen mit den Derivatisierungs-
reagenzien A (2,2’-Bipyridin-eisen (III)-chlorid) und B (Blei (IV)-ace-
tat-2’,7’-dichlorfluorescein) auf verschiedenen DC-Platten

Kieselgel-60-Platte RP-18-Platte
A B A B
Chlorkresol hellrosa gelb schwach rosa -
Triclosan rotrosa gelb hellrot -
Bromchlorophen violettrosa orangegelb violettblau -
Hexachlorophen rot gelb schwarzblau -

$IPLC

Zur Verifizierung der mittels DC getroffenen Zuordnungen und fiir quantitative
Bestimmungen wurde die HPLC angewandt. Alle 13 der erwdhnten aromatischen
Konservierungsstoffe konnnten in ezzem Chromatogramm getrennt und quantita-
tiv bestimmt werden (siehe Abb. 3). Unter den angegebenen Bedingungen wurden
folgende Nachweisgrenzen erreicht: Triclocarban ca. 8 mg/kg Kosmetikum (ent-
spricht 0,7 ng Triclocarban absolut), restliche chlorierte aromatische Verbindungen
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Chromatogramm von 303 ng Phenoxyethanol (I), 97 ng Methylparaben (II), 102 ng
Ethylparaben (III), 104 ng iso-Propylparaben (IV), 213 ng Chlorkresol (V), 103 ng
n-Propylparaben (VI), 110 ng iso-Butylparaben (VII), 113 ng n-Butylparaben (VIII), 113
ng Benzylparaben (IX), 103 ng Triclosan (X), 53 ng Triclocarban (XI), 197 ng
Bromchlorophen (XII) und 201 ng Hexachlorophen (XIII) mit internem Standard (IS),
2,4-Dichlor-3,5-dimethylphenol (202 ng). Bedingungen: s. exp. Teil

-41.45 ¢
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3. 60
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Chromatogramm eines Duschmittels, welches mit Phenoxyethanol (0,5% ) und Parabenen
(£ =0,2%) konserviert wurde

Abb.3. HPLC von Phenoxyethanol, Parabenen wund halogenierten aromatischen

Verbindungen
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ca. 25-76 mg/kg (2,1-6,3 ng), Parabene je ca. 18-36 mg/kg (1,5-3,0 ng), Phenoxy-
cthanol ca. 144 mg/kg (12 ng). Die Kalibrierung erfolgte anhand von externen
Standards, den im experimentellen Teil angegebenen Referenzsubstanzen. Zusitz-
lich wurde ein interner Standard zur Probe gegeben (2,4-Dichlor-3,5-dimethyl-
phenol), um in Zweifelsfillen die Peakzuordnung zu erleichtern. Fiir jede der
erwihnten Verbindungen wurde eine Eichkurve aufgenommen. Diese waren in den
gemessenen Bereichen linear: Phenoxyethanol 60-600 ng; Parabene und Triclosan
20-200 ng; Bromchlorophen, Hexachlorophen und 4-Cl-m-Kresol 40-400 ng;
Triclocarban 10-100 ng. Die Wiederfindungsraten aus den untersuchten Kosmetika
lagen {iber 98%. Die Untersuchung von Handelsmustern zeigte ferner, dass Butyl-
paraben als Isomerengemisch (n-Butyl- und iso-Butyl-) eingesetzt wurde. In den-
jenigen Proben, welche Propylparaben enthielten, konnte nur das n-Isomere nach-
gewiesen werden. Die Parabene wurden gelegentlich von Peaks dhnlicher Reten-
tionszeit begleitet. Komponenten, fiir die auch miteinem Cochromatogramm keine
eindeutige Zuordnung getroffen werden konnte, wurden mittels MS-Detektor
identifiziert. Hilfreich wire auch die Verwendung eines Dioden-Array-Detektors
gewesen.

- Analyse von Dibromdicyanobutan (Euxyl K 400)

Dibromdicyanobutan wird meist in der Handelsform Euxyl K 400 (ca. 20%
Dibromdicyanobutan in Phenoxyethanol) vertrieben. Da Dibromdicyanobutan in
einer Konzentration von lediglich 0,02% (200 mg/kg Kosmetikum) eingesetzt wird
und keine nennenswerte UV-Absorption zeigt, kann diese Verbindung — vor allem
in einer unbekannten Matrix — mit einem UV-Detektor nur schlecht nachgewiesen
werden (23). Es wurde deshalb darauf verzichtet, zur Bestimmung von Dibrom-
dicyanobutan die DC oder HPLC anzuwenden.

GC

Bis vor kurzem war Dibromdicyanobutan in der Schweiz als Konservierungs-
mittel in Kosmetika nicht zugelassen. Aus diesem Grund waren wir vorerst nur an
einem qualitativen Nachweis interessiert. Mittels GC-ECD konnte Dibromdicya-
nobutan als Fingerprint (die Substanz zersetzt sich im Injektor zu definierten
Produkten) nachgewiesen werden. Es wurden nur diejenigen Proben untersucht,
welche in der DC-Screening-Methode (s. 0.) Hinweise auf Phenoxyethanol, die
Begleitsubstanz von Dibromdicyanobutan in Euxyl K 400, zeigten. Die Nachweis-
grenze betrug ca. 80 mg Euxyl K 400 bzw. 16 mg Dibromdicyanobutan/kg Kos-
metikum (entspricht 1,6 ng Dibromdicyanobutan absolut).
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Diskussion

Eine Screening-Methode (DC nach einfacher Probenvorbereitung) lieferte Hin-
weise flir die Anwesenheit der in dieser Publikation erwihnten Konservierungs-
mittel. Lediglich die Isothiazolinone wegen ihrer sehr kleinen Einsatzkonzentra-
tion und Dibromdicyanobutan wegen seiner schwachen UV-Absorption konnten
auf diese Weise nicht nachgewiesen werden. Bei Anwesenheit storender Begleit-
stoffe gelang die Zuordnung der mit DC bestimmbaren Verbindungen nicht ohne
weiteres. Hilfe konnten die angegebenen Farbreaktionen liefern.

Eine durch DC getroffene Zuordnung musste mittels einer unabhang1gen Me-
thode bestitigt werden. Dazu bot sich in idealer Weise die HPLC an, welche
zusitzlich die quantitative Bestimmung von 13 Verbindungen (Phenoxyethanol, 6
Parabene, 6 halogenierte aromatische Verbindungen) in ezzem Chromatogramm
erlaubte.

Die Isothiazolinone konnten trotz ihrer kleinen Einsatzkonzentration mittels
HPLC einwandfrei quantitativ bestimmt werden. Als zweite unabhingige Metho-
de zur Bestitigung der Resultate diente die GC-ECD, mit welcher Methylchlor-
isothiazolinon semiquantitativ nachgewiesen werden konnte. Die Ausarbeitung
eines quantitativen Verfahrens ist geplant.

Wegen seiner schwachen UV-Absorption konnte Dibromdicyanobutan auch
mit HPLC nicht bestimmt werden. Eine Moglichkeit zur qualitativen Bestimmung
bestand in der GC-ECD. Obwohl sich die Substanz im Injektor zersetzte, konnten
die entstehenden Spaltprodukte als «Fingerprint» identifiziert werden. In Anbe-
tracht der in der Schweiz neuerdings erlaubten Verwendung dieses Stoffes zur
Konservierung von Kosmetika (27) muss in Zukunft allerdings eine quantitative
Analysenmethode angewendet werden (z. B. nach (28)).

Dank

Wir danken Frau A. Maschka-Selig und Herrn Dr. M. Niederer vom Kantonalen Labo-
ratorium Basel-Stadt fiir die HPLC-MS bzw. GC-Analysen und Herrn Dr. A. Bircher von

der Dermatologischen Universititsklinik in Basel fiir die wertvollen Literaturhinweise.

Zusammenfassung

Viele der als Konservierungsmittel in Kosmetika zugelassenen Verbindungen sind als
potentielle Allergene erkannt worden. Auf der Grundlage von bereits publizierten Arbeiten
wurden Analysenmethoden entwickelt, welche es erlauben, 15 dieser Stoffe (Kathon CG,
Phenoxyethanol, 6 Parabene, 6 halogenierte aromatische Verbindungen, Euxyl K 400) in
Duschmitteln und Schaumbidern zu bestimmen. 13 davon konnten durch eine Screening-
Methode (DC) identifiziert und mittels HPLC in einem Chromatogramm bestatigt und
quantifiziert werden. Kathon CG wurde mit HPLC identifiziert und quantifiziert sowie mit
GC bestitigt. Euxyl K 400 wurde nur mit GC und lediglich qualitativ nachgewiesen.
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Résumé

Beaucoup de composés qui sont autorisés comme agents conservateurs dans les produits
cosmeétiques se sont révélés étre des allergenes potentiels. Sur la base de travaux publiés, des
méthodes analytiques pour la détermination de 15 de ces composés (Kathon CG, phénoxy-
éthanol, 6 parabenes, 6 composés aromatiques halogénés, Euxyl K 400) ont été développées
pour les préparations pour douches et bains. 13 d’entre eux ont été déterminés par une
méthode de screening (CCM). La confirmation et la quantification de ces 13 agents conser-
vateurs ont pu étre réalisées au moyen d’un seul chromatogramme HPLC. Le Kathon CG a
été identifié et quantifié par HPLC et confirmé par CPG. L’Euxyl K 400 a été déterminé par
CPG, mais qualitativement seulement.

Summary

Many of the compounds which are permitted as preservatives in cosmetics have been
recognized as potential allergens. On the basis of already published work, analytical methods
have been developed to determine 15 of these compounds (Kathon CG, phenoxyethanol, 6
parabens, 6 halogenated aromatic compounds, Euxyl K 400) in body shampoos and bubble
baths. 13 of them could be identified by a screening method (TLC). Verification and
quantification of these 13 preservatives were performed by HPLC in a single chromatogram.
Kathon CG could be identified and quantified by HPLC as well as verified by GC. Euxyl
K 400 was determined qualitatively only by GC.
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