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CUARTA DIRECTIVA DE LA COMISION
de 11 de octubre de 1985

relativa a la aproximacién de las legislaciones de los Estados miembros en materia de métodos
de analisis necesarios para el control de la composicién de los productos cosméticos

(85/490/CEE)

LA COMISION DE LAS COMUNIDADES EUROPEAS;

Visto el Tratado constitutivo de la Comunidad Econé-
mica Europea,

Vista la Directiva 76/768/CEE del Consejo, de 27 de
julio de 1976, relativa a la aproximacion de las legislacio-
nes de los Estados miembros en materia de productos
cosméticos (*), cuya Gltima modificacién la constituye la
Directiva 85/391/CEE (*) y, en particular, el apartado 1
de su articulo 8,

Considerando que la Directiva 76/768/CEE prevé con-
troles oficiales de los productos cosméticos para compro-
bar el cumplimiento de las condiciones previstas por las
disposiciones comunitarias relativas a la composicién de
los productos cosméticos;

Considerando que es conveniente establecer lo antes po-
sible todos los métodos de analisis necesarios y que, una
vez realizadas tres etapas para alcanzar dicho fin me-
diante la fijacion de determinados métodos en las Direc-
tivas 80/1335/CEE (), 82/434/CEE ("), y 83/514/-
CEE (*) de la Comisién, la cuarta etapa debe consistir en
la fijacion de los métodos de identificacién y determina-
cién cuantitativa del clorobutanol de glicerol, de deter-
minacién cuantitativa del 1-(4-aminobenzoato) de glice-
rol, de determinacién cuantitativa del clorobutanol, de
identificacién y determinacién cuantitativa de la quinina,
de identificacion y determinaciéon cuantitativa de los bi-
sulfitos inorganicos, de identificacion y determinacién
cuantitativa de los cloratos de metales alcalinos, de iden-
tificacién y determinacién cuantitativa del yodato sé6-
dico;

Considerando que las medidas previstas en la presente
Directiva se atienen al dictamen del Comité para la adap-
tacion al progreso técnico de la Directiva 76/768/CEE,

‘) DO n° L 185 de 30. 6. 1982, p. 1.

")
®
() DO n° L 383 de 31. 12. 1980, p. 27.
() D
(*) DO n° L 291 de 24. 10. 1983, p. 9.

HA ADOPTADO LA PRESENTE DIRECTIVA:

Articulo 1

Los Estados miembros adoptaran todas las medidas ne-
cesarias para que, en los controles oficiales de productos
cosmeéticos:

— la identificacién y determinaciéon cuantitativa del
1-(4-aminobenzoato) de glicerol,

— la determinacién cuantitativa del clorobutanol,

— la identificacién y determinacion cuantitativa de la
quinina,

— la identificacién y determinacién cuantitativa de los
sulfitos y bisulfitos inorgénicos,

— la identificacién y determinacién cuantitativa de los
cloratos de metales alcalinos, y

— la identificacién y determinacién cuantitativa del yo-
dato de sodio

se realicen segin los métodos descritos en el Anexo.

Articulo 2

Los Estados miembros aplicaran las disposiciones legales,
reglamentarias o administrativas necesarias para cumplir
la presente Directiva, a mis tardar el 31 de diciembre de
1986, ¢ informarin de ello inmediatamente a la Comi-
sion.

Articulo 3

Los destinatarios de la presente Directiva seran los Esta-
dos miembros.

Hecho en Bruselas, el 11 de ocn:lbre de 1985.

Por la Comision
Stanley CLINTON DAVIS
Miembro de la Comision
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ANEXO

IDENTIFICACION Y DETERMINACION CUANTITATIVA DEL 1-(4-AMINOBENZOATO) DE

GLICEROL

A. IDENTIFICACION

OBJETO Y CAMPO DE APLICACION

Este método sirve para poner de manifiesto la presencia del 1-(4-aminobenzoato) de glicerol o 4-ami-
nobenzoato de a-monoglicerilo. También permite identificar el 4-aminobenzoato de etilo (benzocaina
DCI), eventualmente presente como impureza.

PRINCIPIO

La identificacion se realiza por cromatografia en capa fina de gel de silice con indicador fluorescente y
revelado de la funcién amina primaria libre por formacién en la placa de un colorante diazoico.

REACTIVOS
Todos los reactivos deben ser de calidad analitica.
Mezcla disolvente: ciclohexano/isopropanol/diclorometano estabilizado: 48/64/9 (v/v/v).

Disolvente de desarrollo: éter de petrdleo (40-60)/benceno/acetona/solucion de hidroéxido aménico
(minimo 25 % de NH,): 35/35/35/1 (v/v/v/v).

Revelador: solucién a): nitrito sédico: 1 g en 100 ml de CIH 1 M, preparado justo antes de usar;
solucién b): 2-naftol: 0,2 g en 100 ml de KOH 1 M

Soluciones patrén:
— 4-aminobenzoato de a-monoglicerilo: 0,050 g en 100 mi de la mezcla disolvente (3.1).
— 4-aminobenzoato de etilo: 0,050 g en 100 ml de la mezcla disolvente (3.1).

Placas de gel de silice 60 F254, de 0,25 mm de espesor y 200 x 200 mm de tamaiio.

EQUIPO
Equipo normal para cromatografia en capa fina.
Baiio de ultrasonidos.

Filtro Millipore FH 0,5 m o equivalente.

PROCEDIMIENTO

Preparacién de la muestra

Pesar 1,5 g de muestra en un matraz aforado de 10 ml con tapén esmerilado. Completar hasta 10 ml
con la mezcla disolvente (3:1). Tapar y dejar durante 1 hora a temperatura ambiente en el bafio de
ultrasonidos (4.2). Filtrar por el filiro Millipore (4.3). Utilizar el filtrado para la cromatografia.

Cromatografia en capa fina

Depositar sobre la placa (3.5) 10 | del filtrado (5.1) y 10 | de cada solucién patr6n (3.4). Desarrollar el
cromatrograma hasta una altura de 15 cm en una cubeta previamente saturada con el disolvente (3.2).
Dejar secar a temperatura ambiente.

Revelado
Observar la placa con luz ultravioleta de 254 nm.

Sobre la placa perfectamente seca, pulverizar la solucién (3.3 a). Dejar secar a temperatura ambiente
durante 1 minuto y pulverizar inmediatamente la solucién (3.3 b).

Secar la placa en estufa de 60° C. Las manchas aparecen de color naranja con los siguientes Rf:
4-aminobenzoato de -monoglicerilo: 0,07; 4-aminobenzoato de etilo: 0,55.
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B. DETERMINACION CUANTITATIVA

OBJETO Y CAMPO DE APLICACION

Este método sirve para la determinacién cuantitativa del 1-(4-aminobenzoato) de glicerol (4-aminoben-
zoato de -monoglicerilo). También permite la determinacidn cuantitativa del 4-aminobenzoato de etilo.
Es adecuado para la determinacién como maximo de 5 % (m/m) de 4-aminobenzoato de -monoglice-
rilo y de 1 % (m/m) de 4-aminobenzoato de etilo.

DEFINICION

El contenido en 4-aminobenzoato de -monoglicerilo y en 4-aminobenzoatode etilo, determinado por
este método, se expresa como porcentaje en masa (% m/m) del producto.

PRINCIPIO

El producto problema se pone en suspensién en metanol, y tras el tratamiento adecuado de la muestra,
se realiza la determinacién por cromatografia liquida de alta presién (HPLC).

REACTIVOS

Todos los reactivos deben ser de calidad analitica y, en particular, adecuados para HPLC.
Metanol.

Dihidrégeno-ortofosfato de potasio KH; PO,.

Diacetato de cinc Zn(CH;C00),-2H;0.

Acido acético d 240 = 1,05.

Hexacianoferrato de tetrapotasio: K,FE(CN)g)-3H,0.

4-hidroxibenzoato de etilo.

4-aminobenzoato de a-monoglicerilo.

4-aminobenzoato de etilo (benzocaina).

Solucién tampédn (0,02 M): disolver 2,72 g de dihidrogeno-ortofosfato de potasio (4.2) en 1 | de agua.

Eluyente: solucién tampdn (4.9)/metanol (4.1): 61/39 (v/v). La composicién de esta fase movil puede
modificarse de forma que el factor de resolucién R sea igual o superior a 1,5:

dR, — dR;
R=2—7F—"—
W, + W,
donde:
Ry vy R; = tiempos de retencién, expresados en minutos, de dos picos,
W,y W, = anchura, expresada en mm, de los mismos picos a media altura,
d = velocidad del papel mm/minuto.

Solucién madre de 4-aminobenzoato de a-monoglicerilo: pesar con precisién unos 40 mg de 4-amino-
benzoato de a-monoglicerilo en un matraz aforado de 100 ml. Disolver en 40 ml de metanol (4.1.).
Completar hast la marca de enrase con la solucion tampén (4.9) y mezclar.

Solucién madre de 4-aminobenzoato de etilo: pesar con precisién unos 40 mg de 4-aminobenzoato de
etilo en un matraz aforado de 100 ml. Disolver en 40 ml de metanol (4.1.). Completar hasta la marca
de enrase con la solucién tamp6n (4.9) y mezclar.

Solucién del patrén interno: pesar con precisiéon unos 50 mg de 4-hidroxibenzoato de etilo (4.6) en un
matraz aforado de 100 ml. Disolver en 40 m] de metanol (4.1). Completar hasta la marca de enrase con
la solucion tampon (4.9) y mezclar.

Soluciones patr6n: preparar cuatro soluciones patrén por disolucion en 100 ml de eluyente (4.10),
segln el cuadro siguiente:

d4-aminobcngo;u_o 4-aminobenzoato de etilo 4-hidroxibenzoato de etilo
Solucién e a-monoglicerilo
mi (4-11) ug/ml (9 ml (4.12) pg/ml (*) ml (4.13) wg/ml (%)
I 2 8 2 8 10 50
11 4 16 3 12 10 50
I 6 24 4 16 10 50
v 10 40 5 20 10 50

(*) Estos valores se dan a titulo indicativo y corresponden a una pesada exacta de las soluciones 4.11,
412y 4.13.

N.B. Estas soluciones pueden prepararse de forma diferente.
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Solucién de Carrez I: disolver 26,5 g de hexacianoferrato de tetrapotasio (4.5) en agua y completar
hasta 250 ml.

Solucién de Carrez II: disolver 54,9 g de diacetato de cinc (4.3) y 7,5 ml de acido acético (4.4) en agua
y completar hasta 250 ml.

Lichrosorb Merck RP-18, o equivalente, con tamafio medio de particula de 5 um.

EQUIPO
Material normal de laboratorio.

Cromatografo de HPLC con detector ultravioleta de longitud de onda variable y cimara termostatica a
45 °C.

Columna de acero inoxidable: 250 mm de longitud, 4,6 mm de didmetro interior. La columna est4
rellena de Lichrosorb RP-18 (4.17).

Badio de ultrasonidos.

PROCEDIMIENTO

Preparacién de la muestra

Pesar con precision alrededor de 1 g de muestra en un vaso de 100 ml y afadir 10 ml de metanol (4.1).

Poner el vaso durante 20 minutos-en un bafio de ultrasonidos (5.4). Pasar cuantitativamente la suspen-
sién asi obtenida a un matraz aforado de 100 m! con 75 ml de eluyente (4.10) como maximo. Afiadir
sucesivamente 1 ml de solucién de Carrez I (4.15) y 1 ml de solucién de Carrez II (4.16), mezclando
después de cada operacion. Completar hasta la marca de enrase con el eluyente (4.10), mezclar de
nuevo y filtrar por filtro de pliegues.

Utilizando una pipeta, pasar, a un matraz aforado de 50 ml, 3,0 ml del filtrado obtenido en 6.1.2 y 5,0
ml de la solucién del patrén interno (4.13). Completar hasta la marca de enrase con el eluyente (4.10) y

mezclar. Utilizar la solucién asi obtenida para proceder al anilisis cromatogrifico descrito en el punto
6.2.

Cromatografia
Ajustar el flujo de la fase movil (4.10) a 1,2 ml/min y la temperatura de la columna a 45 °C.
Ajustar el detector (5.2) a 274 nm.

Utilizando una microjeringa, inyectar al menos dos veces 20 pl de solucién (6.1.3) en el cromatégrafo y
medir las 4reas de los picos.

Curva de calibracién
Inyectar 20 pl de cada una de las soluciones patron (4.14) y medir las areas de los picos.

Para cada concentracion, calculdr la relacién entre el drea del pico del 4-aminobenzoato de a-monogli-
cerilo y el area del pico del patr6n interno. Trazar la curva de calibracién representando esta relaciéon
en ordenadas y la relacion de masas correspondientes en absctas.

Proceder de la misma forma con el 4-aminobenzoato de etilo.

CALCULO

De la curva de calibracion obtenida en 6.3 leer las relaciones de masas (RPy, RP;) correspondientes a
las relaciones entre las 4reas de los picos calculados en el punto 6.2.3, donde:

RP; = masa del 4-aminobenzoato de a-monoglicerilo/masa del 4-hidroxibenzoato de etilo,

RP;= masa del 4-aminobenzoato de etilo/masa del 4-hidroxibenzoato de etilo.
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A partir de las relaciones de masa asi obtenidas, calcular el contenido en 4-aminobenzoato de a-mo-
noglicerilo y en 4-aminobenzoato de etilo, como porcentaje en masa (% m/m), utilizando las f6rmulas
siguientes:

g % (m/m) 4-aminobenzoato de @-monoglicerilo = RP1 x Gftp

g % (m/m) de 4-aminobenzoato de etilo = RP2 x 5%
donde:
q = cantidad en mg de 4-hidroxibenzoato de etilo (patrén interno) pesada en el punto 4.13,

p = cantidad en g de muestra pesada en el punto 6.1.1.

REPRODUCIBILIDAD ()

Para un contenido en 4-aminobenzoato de a-monoglicerilo del 5% (m/m), la diferencia entre los
resultados de dos determinaciones paralelas realizadas con la misma muestra no debe pasar del 0,25 %.

Para un contenido en 4-aminobenzoato de etilo del 1 % (m/m), la diferencia entre los resultados de
dos determinaciones paralelas realizadas con la misma muestra no debe pasar del 0,10 %.
OBSERVACIONES

Antes de proceder al anilisis propiamente dicho, conviene determinar si la muestra no contiene ningiin
compuesto capaz de coincidir con el pico del patrén interno (4-aminobenzoato de etilo) en el croma-
tograma.

Para comprobar la ausencia de posibles interferencias, repetir la determinacién cambiando en 10 % la
proporcién de metanol en la fase mévil.

DETERMINACION CUANTITATIVA DEL CLOROBUTANOL

OBJETO Y CAMPO DE APLICACION

Este método es adecuado para la determinacién cuantitativa del clorobutanol hasta la concentracion
maxima del 0,5 % (m/m) en todos los productos cosméticos, excepto en aerosoles.

DEFINICION

El contenido en clorobutanol determinado por este método se expresa como porcentaje en masa (%
m/m) del producto.

PRINCIPIO

Tras el tratamiento adecuado del producto problema, la determinacién se realiza por cromatografia de
gases utilizando 2,2,2-tricloroetanol como patrén interno.

REACTIVOS

Todos los reactivos deben ser de calidad analitica.

Clorobutanol (1,1,1-tricloro-2-metilpropano-2-ol).

2,2,2-tricloroetanol.

Etanol absoluto.

Solucién patrén de clorobutanol: 0,025 g en 100 ml de etanol (4.3), (m/r).

Solucién del patrén interno de 2,2,2-tricloroetanol: 0,004 g en 100 ml de etanol (4.3), (m/r).

EQUIPO
Material normal de laboratorio.

Cromatégrafo de gases con detector de captura de electrones 63Ni.

PROCEDIMIENTO
Preparacién de la muestra

Pesar con precision de 0,1 g a 0,3 g de muestra (p g) en un matraz aforado de 100 ml, disolver en
etanol (4.3), anadir 1 ml de la solucién del patrén interno (4.5) y completar hasta la marca de enrase
con etanol (4.3).

(*) Segin la norma ISO 5725.
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Condiciones de la cromatografia de gases

Las condiciones deben ser tales que el factor de resolucién R de la columna sea igual o superior a 1,5:

dR; —dR,
R=2—2—“" "t
W, + W,
donde: )
R; y R, = tiempos de retencion, expresados en minutos, de dos picos,

W, y W; = anchura, expresada en mm, de los mismos picos a media altura,

d’= velocidad del papel en mm/mn.

Como ejemplo, las siguientes condiciones proporcionan el resultado deseado:

Columna

11

Naturaleza Vidrio Acero inoxidable
Longitud 1,80 m 3m
Diametro 3 mm 3 mm

Fase estacionana

Acondicionamiento

10 % Carbomax 20 M TPA
sobre Gaschrom Q 80-100 mesh

2a3diasa190°C

5 % OV 17 sobre Chromosorb
WAW DMCS 80-100 mesh

Temperaturas:

— inyectar 200°C 150 °C

— columna 150°C 100 °C

— detector 200°C 150 °C

Gas de arrastre Nitrdgeno Argbén/metano (95/5 v/v)
Flujo 35 ml/mm 32 ml/mn

Curva de calibracién

En 5 matraces aforados de 100 ml, afiadir a 1 ml de la solucién del patrén interno (4.5) respectivamente
0,20, 0,30, 0,40, 0,50, 0,60 m! de la solucién (4.4) y completar hasta 100 ml con etanol (4.3). Inyectar 1
wl de cada una de estas soluciones en el cromatdgrafo en las condiciones descritas en el punto 6.2.2 y
trazar la curva de calibracién representando en abscisas la relacidn de las masas clorobutanol 2,2,2-tri-
cloroetanol y en ordenadas le relacién de las superficies correspondientes.

Inyectar 1 pl de la solucion obtenida en 6.1 y proceder en las condiciones descritas en el punto 6.2.2.

CALCULO

Calcular, a partir de la curva de calibracién (6.3), la cantidad “a” expresada en ug de clorobutanos de
la solucién (6.1).

El contenido en clorobutanol de la muestra (% m/m) se calcula segun la formula:

a x 102 a
% de clorobutanol (m/m) = =
p x 106 p x 104

REPRODUCIBILIDAD ()

Para un contenido en clorobutanol del 0,5 % (m/m), la diferencia entre los resultados de dos determi-
naciones paralelas efectuadas con la misma muestra no debe pasar del 0,01 %.
Nota

Si el resultado es igual o superior a la concentracion maxima autorizada, es conveniente comprobar la
ausencia de interferencias.

(") Segiin la norma ISO 5725.
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IDENTIFICACION Y DETERMINACION CUANTITATIVA DE LA QUININA
A. IDENTIFICACION

OBJETO Y CAMPO DE APLICACION

Este método sirve para poner de manifiesto la presencia de quinina en los champies y lociones capila-
res.

PRINCIPIO

La identificacion se realiza por cromatografia en capa fina de gel de silice y revelado de la fluorescencia
azul de la quinina en medio 4cido a 360 nm.

Para confirmar, se puede suprimir esta fluorescencia por medio de vapores de bromo y hacer aparecer
una fluorescencia amarillenta con vapores de amoniaco.

REACTIVOS
Todos los reactivos deben ser de calidad analitica.

Placas de gel de silice de 0,25 mm de espesor, sin indicador de fluorescencia, de 200 x 200 mm de
tamaiio.

Disolvente de desarrollo: tolueno/éter dietilico/diclorometano/dietilamina: 20/20/20/8 (v/v/v/v).
Metanol.

Acido sulfarico 96 % (d 240 = 1,84).

Eter dietilico.

Reactivo revelador: anadir con precaucién 5 ml de 4cido sulfirico (3.4) a2 95 ml de éter dietilico (3.5)
en un recipiente refrigerado.

Bromo.
. 20
Amoniaco al 28 % (d P 0,90).

Quinina anhidra.

Soluci6n patrén: pesar con precisién unos 100 mg de quinina anhidra (3.9) y disolverlos con metanol
(3.3) en un matraz aforado de 100 ml, completando hasta la marca de enrase.

EQUIPO

Equipo normal para cromatografia en capa fina.

Baiio de ultrasonidos.

Filtros Millipore FH 0,5 um, o equivalentes, con equipo de filtracién adecuado.

PROCEDIMIENTO
Preparacion de la muestra

Pesar con precisién una cantidad de muestra que pueda contener unos 100 mg de quinina en un matraz
aforado de 100 ml, disolver y completar hasta la marca de enrase con metanol (3.3). Tapar y dejar
durante 1 hora a temperatura ambiente en el baiio de ultrasonidos (4.2). Filtrar por el filtro (4.3) y
utilizar este filtrado para la cromatografia.

Cromatografia en capa fina

Depositar sobre la placa de get de silice (3.1) 1,0 p! de la solucién patron (3.10) y 1,0 pl de la solucién
problema (5.1). Desarrollar el cromatograma hasta una altura de 15 cm en una cubeta previamente
saturada con los vapores del disolvente (3.2).

Revelado

Secar la placa a temperatura ambiente.

Pulverizar el reactivo (3.6).

Dejar secar la placa durante 1 hora a temperatura ambiente.

Observar la placa con luz ultravioleta a 360 nm. La quinina aparece en forma de mancha fluorescente
de color azul intenso.

Como ejemplo, la tabla siguiente reproduce los Rf de los principales alcaloides de la quina, desarrolla-
dos con el disolvente (3.2).

Alcaloides Rf
Quinina 0,20
Quinidina 0,29
Cinconina 0,33
Cinconidina 0,27
Hidroquinidina 0,17
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5.3.5. Para confirmar la identificacién de la quinina, se expone la placa durante alrededor de 1 hora a los
vapores de bromo (3.7); la fluorescencia desaparece. Al exponer a continuacién la misma placa a los
vapores de amoniaco (3.8), las manchas reaparecen con una coloracién parda y, si se vuelve a examinar
la placa con luz ultravioleta a 360 nm, se observa fluorescencia amarillenta.

Limite de deteccion: 0,1 pg de quinina.

B. DETERMINACION CUANTITATIVA
1. OBJETO Y CAMPO DE APLICACION

Este método sirve para la determinacion cuantitativa de la quinina en los champies y lociones capilares.
Es adecuado para la determinacién de las concentraciones miximas permitidas de 0,5 % (m/m) en los
champies y de 0,2 % (m/m) en las lociones.

2. DEFINICION
El contenido en quinina determinado por este método se expresa como porcentaje en masa (% m/m)
del producto.

3. PRINCIPIO

Tras el tratamiento adecuado del producto problema se realiza la determinacién cuantitativa por cro-
matografia liquida de alta presién (CLHP).

4. REACTIVOS
Todos los reactivos deben ser de calidad analitica y, en particular, adecuados para HPLC.

4.1. Acetonitrilo.

4.2 Dihidrégeno-ortofosfato de potasio (KH,PO,).

4.3. Acido ortofosforico al 85 % (d 240 = 1,7).

4.4, Bromuro de tetrametilamonio.

4.5. Quinina anhidra.

4.6. Metanol.

47. Solucién de acido ortofosférico 0,1 M: disolver 11,53 g de 4cido ortofosférico (4.3) en agua en matraz
aforado de 1 000 m! y completar hasta la marca de enrase.

4.8. Solucién de dihidrégeno-ortofosfato de potasio 0,1 M: disolver 13,6 g de dihidrogeno-ortofosfato de
potasio (4.2) en agua en matraz aforado de 1 000 ml y completar hasta la marca de enrase.

4.9. Solucion de bromuro de tetrametilamonio 0,1 M: disolver 15,40 g de bromuro de tetrametilamonio
(4.4) en agua en matraz aforado de 1 000 ml y completar hasta la marca de enrase.

4.9. Solucién de bromuro de tetrametilamonio 0,1 M: disolver 15,40 g de bromuro de tetrametilamonio
(4.4) en agua en matraz aforado de 1 000 ml y completar hasta la marca de enrase.

4.10. Eluyente: icido ortofosférico 0,1 M (4.7) / dihidrégeno-ortofosfato de sodio 0,1 M (4.8) / bromuro de

tetrametilamonio 0,1 M (4.9)/agua/acetonitrilo (4.1): 10/50/100/340/90 (v/v/v/v/v).

La composicion de la fase movil puede modificarse de forma que el factor de resolucion R sea igual o
superior a 1,5: :

R - dR; — dR,
W, + W,
donde:
R, y R; = tempos de retencion, expresados en minutos, de dos picos,
W,y W, = anchura, expresada en mm, de los mismos picos a media altura,
d = velocidad del papel en mm/min.
4.11. Silice tratada con octadecilsilano, de granulometria 10 um.
4.12. Soluciones patrén: en una serie de matraces aforados de 100 ml, pesar respectivamente con precisién

5,0, 10,0, y 20 mg de quinina anhidra (4.5). Ajustar con metanol (4.6) y agitar hasta disolucién de la
quinina. Filtrar cada solucién por filtro (5.5) de 0,5 um.

5. EQUIPO

5.1. Material normal de laboratorio.

5.2. Bario de ultrasonidos.

5.3. Cromatégrado de HPLC con detector ultravioleta de longitud de onda variable.

5.4. Columna de acero inoxidable de 25 cm de longitud y 4,6 mm de diimetro interior, rellena con silice
(4.11).

5.5. Filtros Millipore FH 0/5 pm, o equivalentes, con equipo de filtracion adecuado.
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6. PROCEDIMIENTO
6.1. Preparacién de la muestra
Pesar con precisién en un matraz aforado de 100 ml una cantidad de muestra que corresponda a unos
10 mg de quinina anhidra. Anadir 20 ml de metanol (4.6) y poner el matraz durante 20 minutos en el
bano de ultrasonidos (5.2). Completar hasta la marca de enrase con metanol (4.6.). Mezclar la solucion
y filtrar una parte alicuota por el filtro (5.5).
6.2. Condiciones de la cromatografia
— Flujo de la fase mévil (4.10): 1,0 ml/min.
— Longitud de onda del detector: 332 nm.
— Volumen inyectado: 10,0 yl de solucién filtrada (6.1).
— Medida del 4rea del pico.
6.3. Curva de calibracién
Introducir al menos tres veces 10,0 pl de cada una de las soluciones patron (4.12). Medir el area del
pico y calcular su valor medio para cada concentracion.
Trazar la curva de calibracién y comprobar que es una linea recta.
CALCULO
7.1 A partir de la curva de calibracion (6.3), calcular la cantidad de quinina anhidra, expresada en pg,
contenida en el volumen inyectado.
7.2. La concentracién de quinina anhidra en la muestra, como porcentaje en masa, se obtiene por la formula
siguiente:
. . B
% (m/m) de quinina anhidra = A
donde:
B = cantidad en pg de quinina anhidra contenida en los il de la solucion filtrada (6.1),
A = masa de la muestra (6.1) expresada en g.
8. REPRODUCIBILIDAD (%)
Para un contenido en quinina anhidra del orden del 0,5% (m/m), la diferencia entre los resultados de
dos determinaciones paralelas realizadas con la misma muestra no debe pasar del 0,02 %.
Para un contenido en quinina anhidra del orden del 0,2 % (m/m), la diferencia entre los resultados de
dos determinaciones paralelas realizadas con la misma muestra no debe pasar del 0,01 %.
IDENTIFICACION Y DETERMINACION CUANTITATIVA DE SULFITOS Y BISULFITOS
INORGANICOS
OBJETO Y CAMPO DE APLICACION
El método describe la identificacién y determinacion cuantitativa de los sulfitos y bisulfitos inorgénicos
en productos cosméticos. S6lo puede aplicarse a productos que tengan una fase acuosa o alcohtlica y
para concentraciones de hasta el 0,2 % de dioxido de azufre.
A. IDENTIFICACION
1. PRINCIPIO
La muestra se calienta con 4cido clorhidrico, y el dioxido de azufre liberado se identifica por su olor o
con ayuda de un papel indicador.
2. REACTIVOS
Todos los reactivos deben ser de calidad analitica.
2.1. Acido clorhidrico (4M).
2.2 Papel indicador de yodato de potasio con almidén, u otro papel indicador apropiado.
3. EQUIPO
31 Material normal de laboratorio.
3.2 Matraz de 25 ml con condensador corto de reflujo.
4. PROCEDIMIENTO
4.1. Poner en el matraz (3.2) unos 2,5 g de muestra y 10 ml de 4cido clorhidrico (2.1).
4.2. Mezclar y llevar a ebullicién.
4.3, Detectar el diéxido de azufre por el olor o por medio del papel indicador (2.2).

(") Segin la norma ISO 5725.
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B. DETERMINACION CUANTITATIVA

1. DEFINICION

El contenido de la muestra en sulfito o bisulfito, determinado segiin este método, se expresa como
porcentaje en masa de di6xido de azufre.

2. PRINCIPIO

Tras acidificar la muestra, el dioxido de azufre liberado se destila y se recoge en una solucién de
peroxido de hidrégeno. El icido sulfarico formado se valora con una solucién patrén de hidréxido
sodico.

3. REACTIVOS

Todos los reactivos deben ser de calidad analitica.

3. Peroxido de hidrégeno al 0,2 % (m/v). Este reactivo debe prepararsee cada dia.

3.2 Acido ortofosférico (d %5 = 1,75).

3.3. Metanol.

3.4, Solucién patrén de hidréxido sédico 0,01 M.

3.5. Nitrégeno.

3.6. Indicador: mezcla 1:1 (v/v) de rojo de metilo al 0,03 % (m/v) en etanol y de azul de metileno al

0,05 % (m/v) en etanol. Filtrar la solucién.

4. EQUIPO

4.1. Material normal de laboratorio.

4.2. Destilador (ver esquema).

5. PROCEDIMIENTO

5.1. Pesar con precision unos 2,5 g de muestra en el matraz de destilacién A (ver esquema).

5.2 Anadir 60 ml de agua y 50 ml etanol (3.3) y mezclar.

5.3. Poner 10 ml de peréxido de hidrégeno (3.1), 60 ml de agua y algunas gotas de indicador (3.6) cn' el

recipiente D destinado a recoger el destilado (ver esquema). Afiadir algunas gotas de hidréxido sédico
(3.4) hasta que el indicador vire al verde.

5.4. Proceder de la misma forma con el frasco lavador E (ver esquema).

5.5. Montar el destilador y ajustar el flujo de nitrégeno (3.5) a unas 60 burbujas por minito.

5.6. Introducir por el embudo 15 ml de 4cido ortofosférico (3.2) en el matraz de destilacion A.

5.7. Llevar ripidamente a ebullicion y dejar hervir suavemente durante 30 minutos.

5.8. Desconectar el recipiente D que contiene el destilado. Enjuagar el tubo y, a continuacién, valorar con

la solucién de hidréxido sédico (3.4) hasta que el indicador (3.6) vire al verde.

6. CALCULO

Calcular el contenido en sulfito o bisulfito de la muestra como porcentaje en masa con ayuda de la
~ férmula siguiente:
3,2 MV

m

% (m/m) de di6xido de azufre =

donde:

M = concentracién molar de la solucién de hidréxido sédico (3.4),

V = volumen en mi de hidr6xido sédico (3.4) necesarios para la valoracién (5.8),
m = masa en g de la muestra (5.1).

7. REPRODUCIBILIDAD (")

Para un contenido en dioxido de azufre del 0,2 % (m/m), la diferencia entre los resultados de dos
determinaciones paralelas realizadas con la misma muestra no debe pasar del 0,006 %o.

(*) Segtn la norma ISO 2725.
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IDENTIFICACION Y DETERMINACION CUANTITATIVA DE CLORATOS
DE METALES ALCALINOS

OBJETO Y CAMPO DE APLICACION

El método describe la identificacién y determinacion cuantitativa de los cloratos en los dentifricos y otros produc-
1Os COSMELCOS.

A. IDENTIFICACION

1. PRINCIPIO

Los cloratos se separan de los otros halatos por cromatografia en capa fina y se detectan por la forma-
cién de yodo producida por la oxidacion del yoduro de potasio.

2. REACTIVOS

Todos los reactivos deben ser de calidad analitica.

2.1. Soluciones patron: soluciones acuosas de clorato, bromato y yodato de potasio al 0,2 % (m/v), recién
preparados.

22 Disolvente de desarrolio: solucién de amoniaco al 28 % (m/v)/acetona/butanol: 60/130/30 (v/v/v).

2.3. Solucién acuosa de yoduro de potasio al 5 % (m/v).

2.4, Solucién de almidén del 1 al 5 % (m/v).

2.5. Acido clorhidrico M.

2.6. Placas de cromatografia en capa fina, ya preparadas, recubiertas con celulosa, de 0,25 mm de espesor.

3. EQUIPO

Material normal de laboratorio para cromatografia en capa fina.

4. PROCEDIMIENTO

4.1. Obtener el extracto acuoso de alrededor de 1g de muestra, filtrar y diluir hasta unos 25 ml.

4.2. Depositar sobre la placa (2.6) 2 pl de la solucion (4.1) y 2 pl de cada una de las tres soluciones patrén
@.1).

4.3. Poner la placa en una cubeta y desarrollar por cromatografia ascendente sobre tres cuartos, aproxima-

damente, de la longitud de la placa con ayuda del disolvente (2.2).

4.4. Sacar la placa de la cubeta y dejar evaporar el disolvente (unas 2 horas).

45, Pulverizar sobre la placa la solucién de yoduro de potasio (2.3) y dejar secar durante unos 5 minutos.
4.6. Pulverizar sobre la placa la solucién de almidon (2.4) y dejar secar durante unos 5 minutos.

4.7. Pulverizar sobre la placa acido clorhidrico (2.5).

5. LECTURA

En presencia de clorato aparece una mancha azul (eventualmente parda) después de una media hora.

Los valores de Rf son los siguientes:

Halato Rf
Yodato 0 —0,2
Bromato 0,5 — 0,6
Clorato 0,7 — 0,8

Los bromatos y yodatos reaccionan inmediatamente. Hay que cuidar de no confundir las manchas de
bromatos y de cloratos.
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3.1
3.2
3.3

4.1.
4.2.

5.1.

5.2

5.3.

B. DETERMINACION CUANTITATIVA

DEFINICION

El contenido de la muestra en clorato determinado segin este método se expresa como porcentaje ¢n
masa de clorato.

PRINCIPIO

El clorato se reduce con polvo de cinc en medio 4cido. El cloruro formado se valora por potenciome-
tria con nitrato de plata. Una determinaci6n similar previa a la reduccion permite revelar la presencia
evenwal de haluros.

REACTIVOS

Todos los reactivos deben ser de calidad analitica.
Acido acético al 80 % (m/m).

Cinc en polvo

Solucién patr6n de nitrato de plata 0,1 M.

EQUIPO
Material normal de laboratorio.

Potenciémetro equipado con electrodo indicador de plata.
PROCEDIMIENTO

Preparacién de la muestra

Pesar con precisién una cantidad (m) de unos 2g en un tubo de cetrifuga. Anadir unos 15 ml de 4cido
acético (3.1) y mezclar cuidadosamente. Esperar 30 minutos y centrifugar durante 15 minutos a 2 000
rev/min. Decantar el sobrenadante en un matraz aforado de 50 ml. Repetir dos veces la centrifugacion
afiadiendo 15 ml de acido acético (3.1) al sedimento. Reunir las soluciones en el mismo matraz aforado
y completar hasta la marca de enrase con acido acético (3.1).

Reduccion del clorato

Tomar 20 ml de la solucién (5.1) y afadir 0,6 g de cinc en polvo (3.2). Llevar a ebullicién en un matraz
con condensador de reflujo. Después de 30 minutos de ebullicién, dejar enfriar y filtrar. Enjuagar el
matraz con agua y lavar con ella el filtro. Mezclar el filtrado y el agua del enjuague.

Determinacién del cloruro

Valorar la solucién (5.2) con nitrato de plata (3.3) utilizando el potenciémetro (4.2) Valorar de la
misma forma 20 ml de la solucién (5.1) con nitrato de plata (3.3).

Si el producto contiene derivados de bromo o de yodo que puedan liberar bromuros o yoduros tras la
reduccion, la curva de valoracién presentari varios puntos de inflexién. En este caso, el volumen de la
solucién patrén (3.3) que correspode al cloruro viene dado por la diferencia entre los volumenes corres-
pondientes al tltimo y al penaltimo punto de inflexion.

CALCULO
El contenido de la muestra en clorato se calcula por la formula:
2009 (V—V) M
% (m/m) de clorato = —(—V’)—
m

donde:
A\ = volumen en m! de la solucién de nitrato de plata (3.3) utilizada para valorar la solu-

cion (5.2),
\'% = volumen en ml de la solucién de nitrato de plata (3.3) utilizada para valorar la solu-

cién (5.1),
M = molaridad de la solucién de nitrato de plata (3.3),
m = masa en g de la muestra 85.1).

REPRODUCIBILIDAD (')

Para un contenido en clorato del 3 al 5 % (m/m), la diferencia entre los resultados de dos determina-
ciones paralelas realizadas con la misma muestra no debe pasar del 0,07 % (m/m).

(") Segan la norma ISO 5725.
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IDENTIFICACION Y DETERMINACION CUANTITATIVA DEL YODO SODICO

OBJETO Y CAMPO DE APLICACION

El método sirve para la identificacién y la determinacion cuantitativa del yodato sédico en productos cosméticos
que se eliminan inmediatamente después de usarse.

A. IDENTIFICACION

1. PRINCIPIO

El yodato sédico se separa de los otros halatos por cromatografia en capa fina y se identifica por la
oxidacion del yoduro a yodo.

2. REACTIVOS

Todos los reactivos deben ser de calidad analitica.

21 Soluciones patron: soluciones acuosas de clorato, bromato y yodato de potasio al 0,01 % (m/v), recién
preparadas.

2.2 Disolvente de desarrollo: solucién de amoniaco al 28 % (m/v)/acetona/butanol: 60/130/30 (v/v/v).

2.3. Solucién acuosa de yoduro de potasio al 5 % (m/v).

2.4. Solucién de almidén del 1 al 5 % (m/v).

2.5. Acido clorhidrico M.

3. EQUIPO

3.1. Placas de cromatografia en capa fina, ya preparadas, recubiertas con celulosa, de 0,25 mm de espesor.

32 Material normal de laboratorio para cromatografia en capa fina.

4. PROCEDIMIENTO

4.1. Obtener el extracto acuoso de alrededor de 1g de muestra, filtrar y diluir hasta unos 10 ml.

4.2, Despositar 2 ul de esta solucién sobre la linea de base de la placa (3.1), asi como 2 pl de cada una de

las tres soluciones patrén (2.1).

4.3. Poner la placa en una cubeta y desarrrollar por cromatografia ascendente sobre tres cuartos, aproxima-
damente, de la longitud de la placa con ayuda del disolvente (2.2).

4.4, Sacar la placa de la cubeta y dejar evaporar el disolvente a temperatura ambiente unas 2 horas. .

4.5. Pulverizar sobre la placa la solucion de yoduro de potasio (2.3) y dejar secar durante unos 5 minutos.
4.6. Pulverizar sobre la placa la solucién de almidon (2.4) y dejar secar durante unos 5 minutos.

4.7. Pulverizar finalmente el icido clorhidrico (2.5).

5. LECTURA

En presencia de yodato aparece inmediatamente una mancha azul (también puede ser parda o hacerse
parda con el tiempo), con el valor de R; aproximadamente entre 0y 0,2.

Los bromatos reaccionan inmediatamente, con valores de Ry de 0,5 a 0,6, y los cloratos reaccionan
después de unos 30 minutos, con valores de R; de 0,7 a 0,8.

B. DETERMINACION CUANTITATIVA

1. DEFINICION

El contenido de la muestra en yodato sédico determinado por este método se expresa como porcentaje
en masa de yodato sédico.

2. PRINCIPIO

El yodato sodico se disuelve en agua y se determina por cromatografia liquida de alta presion (HPLC),
utilizando una columna de fase inversa C18 y otra columna de intercambio aménico, dispuestas en
serie.
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3.1

3.2,

3.3

34

3.5.

3.6.

37.

4.1.

4.2,

4.3.

5.2.

5.3.

REACTIVOS

Todos los reactivos deben ser de calidad analitica y, en particular, adecuados para HPLC.
Acido clorhidrico, 4M.

Solucién acuosa de sulfito sodico al 5 % (m/v).

Solucién madre de yodato sédico: 50 mg de yodato sédico en 100 ml de agua.
Dihidrégeno-ortofosfato de potasio.

Ortofosfato disédico dihidratado.

Fase moévil para la HPLC: disolver 3,88g de dihidrégeno-ortofosfato de potasio (3.4) y 1,19g de orto-
fosfato dis6dico dihidratado (3.5) en 11 de agua.

El pH de la solucion obtenida es 6,2.

Papel indicador universal, pH 1-11.

EQUIPO

Material normal de laboratorio

Filtro de papel de 110 mm de didmetro, Schleicher y Schiill n® 575 o equivalente.

Cromatografo de HPLC con detector ultravioleta de longitud de onda variable.

Dos columnas dispuestas en serie, cada una de 120 mm de longitud y 4,6 mm de didmetro interior; la

primera columna rellena con Nucleosil (R) 5C18 o equivalente, y la segunda con Vydac, TM -301-SB
o equivalente.

PROCEDIMIENTO
Preparacién de la muestra

Muestras fluidas (champsies)

Pesar con precision alrededor de 1,0 g de muestra en un matraz aforado de 10 ml con tap6n esmeri-
lado. Completar con agua hasta la marca de enrase y mezclar. En caso necesario filtrar la solucién.
Determinar la cantidad de yodato en la solucién por HPLC siguiendo el punto 5.2.

Muestras solidas (jabon)

Dividir finalmente una parte de la muestra y pesar con precisién alrededor de 1,0 g en una probeta
graduada de 100 ml un tapén esmerilado. Completar con agua hasta 50 ml y agitar enérgicamente
durante 1 minuto. Centrifugar y filtrar a través de un filtro de papel (4.1) o bien dejar reposar la mezcla
durante una noche al menos, agitar enérgicamente la solucién gelatinosa y filtrarla por un filiro de

papel (4.1).

Determinar el yodato en el filtrado por HPLC siguiendo el punto 5.2

Cromatografia

Flujo: 1 ml/min.

Longitud de onda del detector: 210 nm.
Volumen inyectado: 10 pl.

Medida: area del pico.

Calibracién

Pipetear respectivamente 1,0, 2,0, 5,0, 10,0 y 20,0 ml de la solucion madre de yodato sodico (3.3) en
matraces aforados de 50 ml, completar hasta la marca de enrase con agua y agitar. Las soluciones asi
obtenidas contienen respectivamente 0,01, 0,02, 0,05, 0,10 y 0,20 mg de yodato sédico por ml. Inyectar
10 ul de cada solucién pauron en el cromatografo (4.2). Determinar el 4rea del pico del yodato y trazar
la curva de calibracién relacionando el drea del pico del yodato con la concentracion de yodato sédico.
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6. CALCULO
Calcular e contenido en yodato sédico como porcentaje en masa segiin la formula:
. Ve
% (m/m) de yodato sédico =
10 m
donde: .
m = masa de la muestra (5.1), expresada en g,
A% = volumen total, expresado en ml, de la solucién de la meustra obtenida segin el punto
5.1,
c = concentracion de yodato s6dico, expresada en mg/mi, obtenida a partir de la curva de
calibracién.
7. REPRODUCIBILIDAD (*)

Para un contenido en yodato sé6dico del 0,1 % (m/m), la diferencia entre los resultados de dos deter-
minaciones paralelas realizadas con la misma muestra no debe pasar del 0,002 %.

8. CONFIRMACION

8.1. Principio

En una disolucién acidificada de un producto cosmético, el yodato (10;™) se reduce a yoduro (I-) por
la accion del sulfito y la solucién obtenida se examina por HPLC. Si hay algin pico con un tiempo de
retencion que corresponde al tiempo de retencion del yodato y desaparece después de tratar con sulfito,
el pico original puede considerarse de yodato con la mayor probabilidad.

8.2. Procedimiento

Pipetear en un matraz Erlenmeyer 5 ml de la solucion problema obtenida en el punto 5.1. Ajustar el pH
de la solucién a un valor inferior o igual a 3 utilizando 4cido clorhidrico (3.1) y papel indicador
universal (3.7). Afadir tes gotas de la solucion de sulfito sédico (3.2) y agitar. Inyectar 10 pl de la
solucién en el cromarografo (4.2). Comparar el cromatograma con el obtenido de la forma descrita en
el punto 5 para la misma muestra.

(") Segun la norma ISO 5725.



