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Portaria n.° 503/94, de 6 de Julho

Me¢étodos de analise necessarios ao controlo da composi¢ao dos produtos
cosméticos e de higiene

O Decreto-Lei n.° 128/86, de 3 de Junho, ao estabelecer regras que disciplinam o mercado de produtos cosméticos e de
higiene corporal, prevé a adopcdo de um sistema de controlo de qualidade daqueles produtos.

A implementacdo de um tal sistema reveste-se de manifesta vantagem quer para os industriais, que véem deste modo os
seus produtos prestigiados, quer para os cidaddos, que véem assim os seus direitos devidamente acautelados.

Pretende-se com este diploma estabelecer métodos de amostragem e de analise que permitam um controlo oficial dos
produtos cosméticos e de higiene corporal, de forma a garantir que os principios e as restrigdes impostos pelas sucessivas portarias
de adaptacdo ao progresso técnico que neste dominio vém sendo publicadas sdo respeitados.

Para além dos objectivos referidos, o presente diploma visa uma harmonizagdo da legislagdo nacional com as seguintes
directivas do Conselho das Comunidades Europeias:

Directiva n.° 80/1335/CEE, de 22 de Dezembro;
Directiva n.° 82/434/CEE, de 14 de Maio;
Directiva n.° 83/514/CEE, de 27 de Setembro;
Directiva n.° 85/490/CEE, de 11 de Outubro;
Directiva n.° 87/143/CEE, de 10 de Fevereiro;
Directiva n.° 90/207/CEE, de 4 de Abril.

Assim, nos termos do disposto na alinea a) do n.° 1 do artigo 10.° do Decreto-Lei n.° 128/86, de 3
de Junho:

Manda o Governo, pelos Ministros da Industria e Energia, da Saude e do
Comércio e Turismo, que o controlo da composicdo dos produtos cosméticos e de
higiene corporal e respectivas matérias-primas seja efectuado de acordo com os
métodos de analise constantes do anexo a este diploma e que dele faz parte integrante.

Ministérios da Industria e Energia, da Satide e do Comércio e Turismo.
Assinada em 17 de Marco de 1994.

O Ministro da Industria e Energia, Luis Fernando Mira Amaral. - O Ministro da
Saude, Adalberto Paulo da Fonseca Mendo. - O Ministro do Comércio e Turismo,
Fernando Manuel Barbosa Faria de Oliveira.

ANEXO

Métodos de anilise necessarios ao controlo da composicao dos produtos
cosméticos

1.* PARTE
Amostragem dos produtos cosméticos
1 - Objectivo e campo de aplicacio:
O presente documento descreve as modalidades de amostragem dos produtos
cosméticos, tendo em vista a sua analise nos diferentes laboratorios.
2 - Definigoes:
Amostra elementar: unidade levantada num lote destinado a venda.

Amostra global: conjunto de amostras elementares portadoras de um s6 nimero
de lote.
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Amostra de laboratdrio: parte representativa da amostra global destinada a um
laboratorio de analises.

Tomada de ensaio: parte representativa da amostra de laboratorio necessaria
para uma analise.

Recipiente: objecto que pode conter um produto e que esta em contacto directo
e permanente com este produto.

3 - Amostragem:

3.1 - Os produtos cosméticos sdo retirados dos seus acondicionamentos de origem
e enviados tal qual aos laboratorios.

3.2 - Para os produtos cosméticos a granel e em unidades que tiverem uma
embalagem diferente da embalagem original serdo estabelecidas prescricdes especiais
com vista a amostragem.

3.3 - As normas analiticas e o numero de andlises a efectuar por cada laboratorio
determinam o nimero de amostras elementares necessario para preparar a amostra de
laboratorio.

4 - Identificacdo de amostras:

4.1 - As amostras colhidas devem ser seladas no local da colheita ¢ devidamente
identificadas.

4.2 - Cada amostra elementar deve possuir as indicagdes seguintes:

Identifica¢do do produto cosmético e de higiene corporal, com referéncia ao
nome e nimero de lote;

Data, hora e local da colheita;

Nome da pessoa que efectua a colheita;

Nome da entidade que efectua o controlo.

4.3 - Deve ser lavrado um auto de amostragem de acordo com normas
estabelecidas.

5 - Armazenagem das amostras:

5.1 - As amostras elementares devem ser armazenadas segundo as indica¢des do
fabricante inscritas no rotulo.

5.2 - Na falta de indicagOes especiais, todas as amostras devem ser guardadas ao
abrigo da luz e a temperatura compreendida entre 10°C e 25°C.

5.3 - As amostras elementares s6 deverdo ser abertas no inicio da analise.

2.* PARTE
Tratamento das amostras de laboratorio

1 - Generalidades:

1.1 - A determinacgdo analitica é efectuada em cada uma das amostras elementares
ou, se a quantidade for insuficiente, num nimero minimo de amostras elementares
previamente homogeneizadas.

1.2 - Abrir o recipiente, sob gas inerte, se 0 método de andlise o especificar, e tirar
o numero necessario de tomadas de ensaio o mais rapidamente possivel. A andlise
devera ser efectuada no mais curto prazo de tempo. Se a amostra tiver de ser
conservada, tornar a fechar cuidadosamente o recipiente sob gas inerte.
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1.3 - Os produtos cosméticos podem apresentar-se em trés estados: liquido,
pastoso e solido.

Se os produtos cosméticos, em embalagem de origem, apresentarem separacdo de
fases, devem ser previamente homogeneizados.

1.4 - Se um produto cosmético ¢ acondicionado sob uma forma que torne
impossivel o seu tratamento em conformidade com as presentes directrizes ¢ que nao
esta prevista nos métodos de analise, pode adoptar-se uma técnica especifica, que
devera ser descrita pormenorizadamente no relatorio final.

2 - Estado liquido:

2.1 - Neste estado encontram-se, nomeadamente, produtos como agua de toilette,
logdo, solugdo, 6leo e leite, os quais podem ser acondicionados em frasco, garrafa,
ampola ou bisnaga.

2.2 - Tomada de ensaio:

Agitar vigorosamente o recipiente antes de abrir;

Abrir de acordo com as condigdes especificadas;

Deitar alguns mililitros do liquido num tubo de ensaio, a fim de examinar
visualmente as suas caracteristicas com vista a colheita;

Fechar o recipiente; ou

Efectuar as tomadas de ensaio necessarias a analise e fechar de novo o
recipiente.

3 - Estado pastoso:

3.1 - Neste estado encontram-se, nomeadamente, produtos tais como creme,
emulsdo e gele, os quais podem ser acondicionados em bisnaga, frasco flexivel ou
boido.

3.2 - Tomada de ensaio:

Dois casos sdo possiveis:

3.2.1 - Recipiente com abertura estreita (bisnaga, frasco flexivel). - Eliminar pelo
menos 0 primeiro centimetro do produto a analisar. Efectuar a tomada de ensaio e
fechar o recipiente imediatamente.

3.2.2 - Recipiente com abertura larga (boido). - Raspar ligeiramente a superficie, a
fim de eliminar a camada superficial. Efectuar a tomada de ensaio e fechar
imediatamente o recipiente.

4 - Estado solido:

4.1 - Neste estado encontram-se, nomeadamente, produtos tais como po, pd
compacto, baton e bloco, que podem ser acondicionados em caixa ou estojo.

4.2 - Tomada de ensaio:

Dois casos sdo possiveis:

4.2.1 - Po. - Antes de tirar a capsula ou tampa, agitar o p6 o mais vigorosamente
possivel. Destapar e efectuar a tomada de ensaio.

4.2.2 - P6 compacto, baton ou bloco. - Eliminar, por leve raspagem, a camada
superficial do sélido e efectuar a tomada de ensaio.

5 - Produtos acondicionados sob pressao de gas:

5.1 - Estes produtos sdo definidos no artigo 1.° do Decreto-Lei n.® 108/92, de 2 de
Junho.

5.2 - Tomada de ensaio:

INFARMED - Gabinete Juridico e Contencioso



Legislacdao Farmacéutica Compilada Portaria n.° 503/94, de 6 de Julho

Apos agitagdo vigorosa, uma parte representativa do conteudo do recipiente ¢é
transvasada com a ajuda de um dispositivo de recolha para um frasco de vidro
plastificado transparente provido de uma valvula. Este frasco ndo tem tubo
mergulhador. Em casos particulares, o método de andlise podera prever outros
dispositivos de recolha.

Quatro situagdes se podem apresentar:

5.2.1 - Se o conteudo € uma solucdo homogénea, esta pronto para analise.

5.2.2 - Se o conteudo ¢ constituido por duas fases liquidas, a analise de cada uma
das fases pode ser efectuada apds transferéncia da fase inferior para um segundo frasco.
Esta fase ¢ muitas vezes aquosa ¢ ja ndo contém gas propulsor (caso butano/agua).
Neste caso, aquando da transferéncia, o colo do frasco deve ser orientado para baixo
(figura 4).

5.2.3 - Se o conteudo ¢ constituido por pé em suspensao, pode analisar-se a fase
liquida apos a separacao do po.

5.2.4 - Se o contetido € constituido por espuma, introduzir previamente no frasco
de colheita uma quantidade conhecida, por pesagem de 2-metoxi-etanol (5 g a 10 g).
Aquando da desgaseificagdo, o 2-metoxi-etanol impede a formacdo de espuma, sendo
assim ja possivel separar os gases propulsores sem perder liquido.

5.3 - Aparelhagem:

O dispositivo de recolha (figura 1) ¢ fabricado em duraluminio ou latdo. Este
dispositivo, descrito a titulo de exemplo, ¢ concebido para se adaptar aos diferentes
tipos de valvula, por intermédio de uma ligacdo em polietileno.

Outros dispositivos de recolha podem ser utilizados (figuras 2 e 3).

O dispositivo de recolha é de vidro branco revestido exteriormente de uma
protecgio plastificada transparente. A sua capacidade ¢ de 50 ml a 100 ml. E equipado
com uma valvula e ndo tem tubo mergulhador (figura 4).

5.4 - Técnica:

Para transferir uma quantidade suficiente de produto, ¢ necessario libertar o frasco
de colheita do ar que contém. Para isso, e com a ajuda do dispositivo de recolha,
introduzir cerca de 10 ml de diclorodifluorometano ou de butano, consoante a natureza
do produto a examinar. A seguir, desgaseificar totalmente até desaparecimento da fase
liquida, sendo o frasco mantido com a valvula para cima. Retirar o dispositivo de
recolha e tarar o frasco de colheita (a) em gramas. Agitar vigorosamente o recipiente do
qual se deve retirar a amostra. Adaptar o dispositivo de recolha a valvula do recipiente,
colocado com a valvula para cima, adaptar o frasco da colheita, o colo para baixo, no
dispositivo de recolha e carregar. Encher o frasco de colheita até cerca de dois tergos.

Se a transferéncia parar prematuramente devido ao equilibrio das pressoes, €
possivel prosseguir arrefecendo o frasco de colheita. Retirar o dispositivo de recolha e
pesar o frasco (b), em gramas, a fim de determinar a massa do produto transferido (1)
(m; =b-a).

A amostra assim obtida pode ser utilizada:
Para a andlise quimica habitual;
Para uma andlise das substancias volateis por cromatografia em fase gasosa.

5.4.1 - Analise quimica:
Efectuar as operagdes seguintes, mantendo o frasco de colheita com o colo para
cima:
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Desgaseificar. Se a desgaseificacdo provocar a formagdo de espuma, utilizar
um frasco de colheita contendo uma quantidade exactamente pesada de 2-
metoxi-etanol (5 g a 10 g), introduzida por meio de uma seringa, por
intermédio do dispositivo de recolha;

Terminar a eliminagdo quantitativa das substancias volateis, agitar num banho
termostatado a 40°C. Retirar o dispositivo de recolha;

Pesar (¢ gramas), a fim de determinar a massa do residuo (m;), sendo m, = ¢ -
a. Para o célculo do peso do residuo, ter em considerac@o a quantidade de 2-
metoxi-etanol introduzida, se for caso disso;

Abrir o frasco, retirando-lhe a valvula;

Dissolver quantitativamente o residuo numa quantidade conhecida de solvente
apropriado;

Efectuar o doseamento considerado numa parte aliquota.

rem Q:R-P
m, 100

R=

em que:

m; = massa de produto transferido para o frasco de recolha;

m; = massa do residuo apos aquecimento a 40°C;

r = percentagem da substancia doseada em my, determinada por método
apropriado;

R = percentagem da substancia doseada na totalidade do produto;

0O = quantidade total absoluta da substancia doseada na totalidade do produto;

P = massa liquida do produto total acondicionado antes do inicio das
operacoes.

5.4.2 - Analise das substancias volateis por cromatografia em fase gasosa:

5.4.2.1 - Principio:

Do frasco de colheita, retirar a quantidade de liquido apropriada com a seringa de
gases e injectar o contetido da seringa no cromatégrafo.

5.4.2.2 - Aparelhagem:

Seringa de gases (figura 5). Precision sampling series A2, ou seringa equivalente.
- Esta seringa tem uma valvula corrediga na sua extremidade-agulha. A ligagdo da
seringa ao frasco de colheita ¢ efectuada por meio de um adaptador do lado do frasco e
de um tubo em polietileno do lado da seringa com 8 mm de comprimento e 2,5 mm de
diametro.

5.4.2.3 - Técnica:

Ap6s ter transferido uma quantidade apropriada do produto para o frasco de
colheita, por meio do dispositivo de recolha, adaptar a seringa ao frasco de colheita, tal
como indicado no n.° 5.4.2.2. Com a valvula na posic¢do aberta, aspirar uma quantidade
apropriada de liquido. Eliminar as bolhas gasosas por vaivém sucessivo do pistdo,
arrefecendo a seringa, se necessario. Logo que o liquido contido na seringa ndo
apresentar bolhas, fechar a valvula e puxar a seringa para fora do frasco de colheita.
Adaptar uma agulha e, apds introdugdo no injector do cromatografo, abrir a valvula e
injectar.

5.4.2.4 - Padrao interno:

Se for necessario, utilizar um padrdo interno. Este pode ser introduzido no frasco
de colheita por meio de uma seringa, por intermédio do dispositivo de recolha.
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Tubo de ligagdo M2—Ajustado por
uma valvula que apresenta uma
extermidade macho e uma valvula que
apresenta uma extermidade fémea
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Tubo de ligagdo M1—Ajustado por
duas valvulas que apresentam uma
extermidade macho
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Frasco da colheita — Capacidade: 50
ml a 100 ml
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Seringa de gases

3.A PARTE
Ensaios
CAPITULO1
Acido fenolsulfénico - Identificaciio e doseamento

1 - Objectivo e campo de aplicacao:
Este método descreve a identificacdo ¢ o doseamento do acido fenolsulfénico nos
produtos cosméticos, tais como aerossois e lo¢des faciais.

2 - Definigdo:
O teor da amostra em acido fenolsulfonico determinado segundo este método ¢
expresso em percentagem de massa de fenolsulfonato de zinco anidro.

3 - Principio:

A amostra destinada ao exame ¢ concentrada, sob pressdo reduzida, dissolvida em
adgua e purificada por extraccdo com cloroférmio. O doseamento do 4cido
fenolsulfonico ¢ efectuado por bromoiodometria numa aliquota da solugdo aquosa
filtrada.

4 - Reagentes:

INFARMED - Gabinete Juridico e Contencioso



Legislacdao Farmacéutica Compilada Portaria n.° 503/94, de 6 de Julho

Todos os reagentes devem ser de qualidade analitica.
4.1 - Acido cloridrico concentrado a 36% (d;° =1,18)

4.2 - Cloroformio.

4.3 - 1-butanol.

4.4 - Acido acético glacial.

4.5 - lodeto de potassio.

4.6 - Brometo de potassio.

4.7 - Carbonato de sédio.

4.8 - Acido sulfanilico.

4.9 - Nitrito de sodio.

4.10 - Solugdo de bromato de potassio 0,1 N.

4.11 - Solucdo de tiossulfato de sddio 0,1 N.

4.12 - Solugdo aquosa de amido a 1% (m/v).

4.13 - Solugdo aquosa de carbonato de sddio a 2% (m/v).

4.14 - Solugao aquosa de nitrito de sodio a 4,5% (m/v).

4.15 - Solugao de ditizona a 0,05% (m/v) em cloroférmio.

4.16 - Eluente: 1-butanol, acido acético glacial, agua (4:1:5, em volume). Apods
mistura numa ampola de decantacdo, elimina-se a fase inferior.

4.17 - Reagente de Pauly:

Dissolver, aquecendo, 4,5 g de acido sulfanilico (4.8) em 45 ml de éacido
cloridrico concentrado (4.1) e diluir
com agua até 500 ml. Deixar arrefecer 10 ml da solugdo num recipiente com agua
gelada e acrescentar 10 ml, agitando, de uma solucdo fria de nitrito de sddio (4.14).
Deixar repousar esta mistura durante quinze minutos a 0°C (a esta temperatura, a
solucdo ¢ estavel durante um a trés dias) e acrescentar 20 ml de solucao de carbonato de
sodio
(4.13) antes de pulverizagao.

4.18 - Placas de celulose ja preparadas para a cromatografia em camada fina,
formato 20 cm x 20 cm; espessura da camada absorvente: 0,25 mm.

5 - Aparelhagem:

5.1 - Baldes de fundo redondo de 100 ml.

5.2 - Ampola de decantagdo de 100 ml.

5.3 - Matrases de 250 ml.

5.4 - Bureta de 25 ml.

5.5 - Pipetas com capacidades de 1 ml, 2 ml e 10 ml.

5.6 - Pipeta graduada de 5 ml.

5.7 - Seringa para injecc¢ao de 10 ul, graduada a um décimo de microlitro.
5.8 - Termometro graduado de 0°C a 100°C.

5.9 - Banho-maria, termostatado.

5.10 - Estufa bem ventilada e regulada a 80°C.

5.11 - Acessorios usuais para a cromatografia em camada fina.

6 - Preparacao da amostra:

Para identificacdo e doseamento do acido fenolsulfonico nos aerosséis como sao
descritos abaixo, utiliza-se o residuo obtido, depois de libertar o conteido do aerossol
dos solventes e propulsores que sdo volateis sob uma pressao normal.

7 - Identificagao:
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7.1 - Em seis pontos da linha de partida situada a 1 cm da parte de baixo da placa
de celulose (4.18) por sucessivamente, por meio de uma seringa para injec¢ao (5.7), 5 ul
do residuo (6) ou da amostra.

7.2 - Colocar a placa numa tina contendo ja o solvente de desenvolvimento (4.16)
e esperar que a frente do solvente tenha atingido uma linha situada a 15 ¢m da linha de
partida.

7.3 - Retirar a placa da tina e secar a 80°C até a evaporacao total do acido acético.
Pulverizar a placa com soluc@o de carbonato de sodio (4.13) e deixar secar ao ar.

7.4 - Cobrir metade da placa com uma placa de vidro e pulverizar com a solugao
de ditizona a 0,05% (4.15) sobre a metade ndo coberta. Em presenga de ides zinco,
manchas vermelhas-lilas aparecem no cromatograma.

7.5 - Cobrir de seguida com uma placa de vidro a metade da placa que recebeu a
pulverizacdo de ditizona e pulverizar com o reagente de Pauly (4.17) sobre a outra
metade; em presenga de acido fenolsulfonico, aparecem no cromatograma uma mancha
castanha-amarelada (acido p-fenolsulfonico) com um valor de Rf vizinho de 0,26 ¢ uma
mancha amarela (dcido m-fenolsulfonico) com um valor de Rf vizinho de 0,45.

8 - Doseamento:

8.1 - Pesar 10 g de amostra ou de residuo (6) num baldo com fundo redondo de
100 ml e concentrar a vacuo por meio de evaporador rotativo em banho-maria a 40°C.

8.2 - Com uma pipeta, deitar 10 ml de dgua (V1) num baldo e dissolver o residuo
de evaporagdo (8.1) a quente.

8.3 - Transferir quantitativamente a solu¢do para uma ampola de decantagdo (5.2)
e extrair por duas vezes com 20 ml de cloroférmio (4.2). Apds cada extracgdo, rejeitar a
fase cloroformica.

8.4 - Filtrar a solug¢do aquosa através de um filtro de pregas. Em fun¢do do teor
previsto em acido fenolsulfonico, pipetar 1 ml ou 2 ml (V2) do filtrado para um matras
de 250 ml (5.3) e diluir com agua até obtengao de 75 ml da solugao.

8.5 - Juntar 2,5 ml de 4cido cloridrico a 36% (4.1) e 2,5 g de brometo de potassio
(4.6), misturar e aquecer a solu¢do a 50°C em banho-maria.

8.6 - Por meio de uma bureta, juntar a quantidade de solu¢do de bromato de
potassio 0,1 N (4.10) necessaria para a colorac¢ao da solugdo passar a amarelo, mantendo
a temperatura a 50°C.

8.7 - Juntar 3 ml de solugdo de bromato de potassio (4.10), fechar e colocar dez
minutos em banho-maria a 50°C. Se, passados estes dez minutos, a coloragdo
desapareceu, acrescentar ainda 2 ml de solugdo de bromato de potassio (4.10) e colocar
de novo o frasco rolhado durante dez minutos suplementares em banho-maria a 50°C.
Anotar a quantidade total de solucdo de bromato de potéssio acrescentada (a).

8.8 - Arrefecer a solucdo a temperatura ambiente, juntar 2 g de iodeto de potassio
(4.5) e misturar.

8.9 - Por meio de uma solucao de tiossulfato de sodio 0,1 N (4.11), titular o iodo
libertado. No fim da titulacdo, juntar algumas gotas de solugdo de amido (4.12) como
indicador. Anotar a quantidade de tiossulfato de sédio utilizada (b).

9 - Calculo:

Calcular o teor em fenolsulfonato de zinco da amostra ou do residuo (6) em
percentagem de massa (m/m) por meio da formula:
(a—b).V,.0,00514.100

m.V,

Percentagem (m/m) de fenosulfato de zinco=
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a = quantidade total, em mililitros, de solugdo de bromato de potassio 0,1 N
acrescentada (8.7);

b = quantidade, em mililitros, de solug@o de tiossulfato de sodio 0,1 N utilizada
aquando da titulacdo (8.9);

m = quantidade de amostra ou de residuos examinados (8.1) (em miligramas);

V1 = volume, em mililitros, da solu¢do obtida no n.° 8.2;

V> = volume, em mililitros, do residuo de evaporagao dissolvido utilizado para
exame (8.4).

Nota: No caso dos aerossois, o resultado das determinacdes em percentagem
(m/m) o residuo (6) deve ser convertido em percentagem do produto de origem.

10 - Repetibilidade (segundo a norma ISO 5725):

Para um teor de cerca de 5% de fenolsulfonato de zinco, a diferenga entre os
resultados de dois doseamentos paralelos efectuados na mesma amostra ndo deve
ultrapassar 0,5%.

11 - Interpretacdo dos resultados:

Nos termos das disposicdes legais relativas aos produtos cosméticos, as locoes
faciais e os desodorizantes podem conter, no maximo, 6% (m/m) de fenolsulfonato de
zinco. Por esta razdo, ¢ necessario determinar ndo s o teor em acido fenolsulfonico,
mas também o teor em zinco. Se se multiplicar pelo coeficiente 0,1588 o teor em
fenolsulfonato de zinco calculado no n.° 9, obtém-se o teor minimo em zinco do
produto, em percentagem (m/m), tal como resulta do teor obtido em &cido
fenolsulfonico. O teor efectivo em zinco determinado por processos gravimétricos e
reportado as disposi¢des especificas €, todavia, suceptivel de ser mais elevado, pois os
produtos cosméticos podem igualmente conter cloreto e sulfato de zinco.

CAPITULO 11

Acido oxalico e seus sais alcalinos nos produtos capilares - Doseamento e
identificaciao

1 - Objectivo e campo de aplicacdo:

O método abaixo indicado ¢ adaptado ao doseamento e a identificacdo do acido
oxalico e dos seus sais alcalinos nos produtos capilares. Pode ser utilizado nas solug¢des
e log¢des incolores aquosas ou hidroalcodlicas que contém cerca de 5% de acido oxalico
ou uma propor¢ao equivalente de oxalato alcalino.

2 - Definigao:

O teor da amostra em acido oxalico e ou em sais alcalinos deste acido,
determinado segundo este método, € expresso em percentagem de massa (m/m) de acido
oxalico.

3 - Principio:

Ap6s ter eliminado os produtos tensoactivos anidnicos eventuais com a ajuda de
cloridrato de p-toluidina, precipita-se o acido oxalico ¢ ou os oxalatos sob a forma de
oxalato de célcio e filtra-se a solug¢do. O precipitado ¢ de seguida dissolvido em &cido
sulfurico e titulado com permanganato de potassio.
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4 - Reagentes:

Todos os reagentes devem ser de qualidade analitica.
4.1 - Solugdo de acetato de amonio a 5% (m/m).

4.2 - Solugdo de cloreto de calcio a 10% (m/m).

4.3 - Etanol a 95% (v/v).

4.4 - Tetracloreto de carbono.

4.5 - Eter.

4.6 - Solucdo de cloridrato de p-toluidina a 6,8% (m/m).
4.7 - Solugdo de permanganato de potassio 0,1 N.
4.8 - Acido sulfarico a 20% (m/m).

4.9 - Acido cloridrico a 10% (m/m).

4.10 - Acetato de sddio 3 H,O.

4.11 - Acido acético glacial.

4.12 - Acido sulfurico (1:1).

4.13 - Solugdo saturada de hidroxido de bario.

5 - Aparelhagem:

5.1 - Ampolas de decantacao de 500 ml.

5.2 - Copos de vidro de 50 ml e 600 ml.

5.3 - Cadinhos filtrantes de vidro G-4.

5.4 - Provetas graduadas de 25 ml e 100 ml.
5.5 - Pipetas de 10 ml.

5.6 - Frascos para filtracdo sob vacuo de 500 ml.
5.7 - Trompa de 4gua.

5.8 - Termometro graduado de 0°C a 100°C.
5.9 - Agitador magnético com aquecimento.
5.10 - Magnetos revestidos de teflon.

5.11 - Bureta de 25 ml.

5.12 - Matrases de 250 ml.

6 - Técnica:

6.1 - Pesar 6 g a 7 g da amostra num copo de vidro de 50 ml; levar o pH a 3, com
a ajuda de acido cloridrico diluido (4.9). Transferir a solu¢do, com ajuda de 100 ml de
agua destilada, para uma ampola de decantag@o. Juntar, de seguida, 25 ml de etanol
(4.3), 25 ml de solugdo de cloridrato de p-toluidina (4.6) ¢ 25 ml a 30 ml de tetracloreto
de carbono (4.4) ¢ agitar vigorosamente a mistura.

6.2 - Apos separagdo das fases, rejeitar a camada inferior (fase orgénica); repetir a
extrac¢do com a ajuda dos reagentes utilizados no n.° 6.1 e rejeitar de novo a fase
organica.

6.3 - Transferir a solugdo aquosa para um copo de vidro de 600 ml e eliminar o
tetracloreto de carbono residual, levando a solucdo a ebulicao.

6.4 - Juntar 50 ml de solucdo de acetato de amonio (4.1), levar a solucdo a
ebuli¢do (5.9) e juntar 10 ml de solugdo quente de cloreto de calcio (4.2) a solugdo
fervente, continuando a agitar, a fim de formar o precipitado.

6.5 - Verificar se a precipitacdo é completa, juntando algumas gotas de solugéo de
cloreto de calcio (4.2). Deixar arrefecer a temperatura ambiente. Juntar, agitando (5.10),
200 ml de etanol (4.3) e deixar repousar durante trinta minutos.

6.6 - Filtrar o liquido por cadinho filtrante de vidro (5.3). Transferir o precipitado
para o cadinho filtrante com uma pequena quantidade de agua quente (50°C a 60°C) e
lavar o precipitado com agua fria.
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6.7 - Lavar o precipitado cinco vezes seguidas com um pouco de etanol (4.3) e de
éter (4.5). Dissolver o precipitado em 50 ml de acido sulfurico quente (4.8), aspirando
este ultimo através do cadinho filtrante.

6.8 - Transferir quantitativamente a solu¢do para um matras (5.12) e titular com a
ajuda de uma solucdo de permanganato de potassio (4.7) até a obtencdo de uma fraca
coloragao rosea.

7 - Célculo:
O teor da amostra expresso em acido oxalico, em percentagem de massa (m/m), ¢
calculado pela formula:

A4.4,50179.100

Percentagem (m/m) de acido oxalico =
E.1000

na qual:

A = volume (em mililitros) de percentagem de potéssio 0,1 N gastos no n.° 6.8;
E = quantidade da amostra utilizada no n.° 6.1, em gramas (8.9);
4,50179 = coeficiente de conversdo para o acido oxalico.

8 - Repetibilidade (segundo a norma ISO 5725):

Para um teor em acido oxalico da ordem dos 5% (m/m), a diferenca entre os
resultados de dois doseamentos paralelos efectuados na mesma amostra ndo deve
ultrapassar 0,15%.

9 - Identificagao:

9.1 - Principio:

O 4cido oxalico e ou os oxalatos sdo precipitados sob a forma de oxalato de célcio
e dissolvidos em acido sulfurico. Junta-se de seguida um pouco de solucdo de
permanganato de potassio; este descora e foma-se dioxido de carbono. O didxido de
carbono formado em contacto com uma soluc¢do de barita provoca a formacdo de um
precipitado branco opaco de carbonato de bario.

9.2 - Técnica:

9.2.1 - Submeter uma parte da amostra a examinar ao tratamento indicado nos n.”
6.1 a 6.3, a fim de eliminar os produtos tensoactivos que possa conter.

9.2.2 - A cerca de 10 ml da solugdo obtida no n.° 9.2.1 juntar um pouco de acetado
de sodio (4.10) na ponta da espatula e acidificar a solu¢do com algumas gotas de acido
acético glacial (4.11).

9.2.3 - Juntar a solucdo de cloreto de calcio a 10% (4.2) e filtrar a solugdo obtida.
Dissolver o precipitado de oxalato de calcio em 2 ml de acido sulftrico (1:1) (4.12).

9.2.4 - Transferir a solug@o para um tubo de ensaio e acrescentar gota a gota cerca
de 0,5 ml de solugdo de permanganato de potassio 0,1 N (4.7). Na presenga de oxalato,
a solugdo descora, primeiro lentamente, depois rapidamente.

9.2.5 - Logo apds a adi¢do do permanganato de potassio, colocar em cima do tubo
de ensaio um pequeno tubo de vidro de dimensdo adequada e provido de uma rolha;
aquecer ligeiramente o contetido e recolher o anidrido carbonico formado numa solucao
saturada de hidroxido de bario (4.1.3). A formacdo de uma nuvem leitosa de carbonato
de bario, passados trés a quatro minutos, indica a presenca de acido oxalico.
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CAPITULO 111

Acido tioglicélico nos produtos para a frisagem ou a desfrisagem dos cabelos
e nos depilatorios —Identificacdo e doseamento.

1 - Objectivo e campo de aplicacdo:

Este método descreve a identificacdo e o doseamento do acido tioglicolico nos
produtos para a frisagem ou desfrisagem dos cabelos e nos depilatérios, em presenca de
outros redutores eventuais.

2 - Definigao:
O teor da amostra em acido tioglicolico, determinado segundo este método, ¢
expresso em percentagem de acido tioglicélico (m/m).

3 - Principio:

O acido tioglicolico ¢ identificado quer por reaccdo corada, quer por
cromatografia em camada fina. O seu doseamento ¢ efectuado quer por iodometria, quer
por cromatografia em fase gasosa.

4 - Identificagao:

4.1 - Identificacdo por via quimica.

4.1.1 - Reagentes:

Todos os reagentes devem ser de qualidade analitica.

4.1.1.1 - Papel de acetado de chumbo (II).

4.1.1.2 - Solugdo de acido cloridrico 1:1.

4.1.2 - Técnica:

4.1.2.1 - Identificacdo do acido tioglicolico por reac¢do corada com acetato de
chumbo (II). Aplicar uma gota da amostra a analisar sobre papel de acetato de chumbo
(IT) (4.1.1.1). Se se obtiver uma coloracdo amarela-intensa, ¢ provavel a presenca de
acido tioglicolico.

Sensibilidade: 0,5%

4.1.2.2 - Caracterizacdo dos sulfuretos por formagdo de H,S apos reacgdo em
meio acido:

Num tubo de ensaio introduzir alguns miligramas da amostra a estudar. Juntar 2
ml de agua destilada ¢ 1 ml de HCI1 1:1 (4.1.1.2).

Verifica-se uma libertagdo de H,S, que se reconhece pelo seu cheiro e pela
formagdo de precipitado negro de PbS sobre um papel de acetato de chumbo (II)
(4.1.1.1).

Sensibilidade: 50 ppm.

4.1.2.3 - Caracterizagdo dos sulfitos por formagdo de SO, apos reaccdo em meio
acido. Proceder como no n.° 4.1.2.2. Levar a ebulicdo. O SO, reconhece-se pelo cheiro e
pelas propriedades redutoras sobre 0 MnQj, por exemplo.

4.2 - Identificagdo por cromatografia em camada fina.

4.2.1 - Reagentes:

Todos os reagentes, salvo indicagdo em contrario, devem ser de qualidade
analitica.

4.2.1.1 - Acido tioglicolico controlado iodometricamente; pureza: > 98% (ATG).

4.2.1.2 - Acido ditioglicolico; pureza: > 99% (ADTG).

4.2.1.3 - Acido tiolactico; pureza: > 95% (ATL).

4.2.1.4 - Acido 3-mercaptopropionico; pureza: >= 98% (AMP).
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4.2.1.5 - 1-tioglicerol; pureza: > 98% (TG).
4.2.1.6 - Gele de silica GHR ou placas pré-preparadas correspondentes, de 0,25

mm de espessura, activadas a 110°C durante trinta minutos.

42.1.7 - Oxido de aluminio F 254, tipo E Merck, ou equivalente, ou placas

prontas para utilizag@o, de 0,25 mm de espessura.

4.2.1.8 - Acido cloridrico concentrado (d;° =1,19).

4.2.1.9 - Acetato de etilo.

4.2.1.10 - Cloroférmio.

4.2.1.11 - Eter di-isopropilico.

4.2.1.12 - Tetracloreto de carbono.

4.2.1.13 - Acido acético glacial.

4.2.1.14 - Solugdo aquosa de iodeto de potassio a 1% (m/v).

4.2.1.15 - Solugdo aquosa de cloreto de platina a 0,1% (m/v).

4.2.1.16 - Eluentes:

4.2.1.16.1 - Acetato de etilo, cloroférmio, éter di-isopropilico, acido acético

glacial (20:20:10:10, em volume).

4.2.1.

4.2.1.16.2 - Cloroférmio, acido acético glacial (90:20, em volume).

4.2.1.17 - Reveladores:

4.2.1.17.1 - Misturar directamente antes da utilizagdo volumes iguais da solucdo
14 e da solugdo 4.2.1.15.

4.2.1.17.2 - Solugao de bromo a 5% (m/v):

Dissolver 5 g de bromo em 100 ml de CCl4 (4.2.1.12).

4.2.1.17.3 - Solugdo de fluoresceina a 0,1% (m/v):

Dissolver 100 mg de fluoresceina em 100 ml de etanol a 95%.

4.2.1.17.4 - Solugdo aquosa de heptamolibdato de hexa-amoénio a 10% (m/v).
4.2.1.18 - Solugdes padrao:

4.2.1.18.1 - Solugdo aquosa de acido tioglicélico a 0,4% (m/v).

4.2.1.18.2 - Solugdo aquosa de acido ditiodiglicolico a 0,4% (m/v).

4.2.1.18.3 - Solugdo aquosa de acido tiolactico a 0,4% (m/v).

4.2.1.18.4 - Solugdo aquosa de acido 3-mercapto propionico a 0,4% (m/v).
4.2.1.18.5 - Solugao aquosa de 1-tioglicerol a 0,4% (m/v).

4.2.2 - Aparelhagem:

Material corrente de laboratdrio para cromatografia em camada fina.

4.2.3 - Técnica:

4.2.3.1 - Tratamento das amostras:

Acidificar com algumas gotas de acido cloridrico 4.2.1.8 até pH = 1 e filtrar, se

for necessario. Em certos casos, pode ser necessario diluir a amostra. Neste caso,
acidifica-la pelo acido cloridrico antes de efectuar a diluigao.

4.2.3.2 - Desenvolvimento:
Aplicar na placa 1 pl da solugdo da amostra 4.2.3.1 e 1 pl de cada uma das cinco

solucdes padrdo (4.2.1.18). Secar cuidadosamente sob corrente fraca de azoto e
desenvolver com os eluentes 4.2.1.16.1 ou 4.2.1.16.2. Secar o mais rapidamente
possivel sob azoto, de modo a evitar a oxidagdo dos tidis.

4.2.3.3 - Revelacgao:
Pulverizar a placa com o reagente 4.2.1.17.1, ou 4.2.1.17.3, ou 4.2.1.17.4. Quando

a placa for pulverizada com o reagente 4.2.1.17.3, coloca-la numa tina saturada de
bromo (4.2.1.17.2) até que as manchas fiquem visiveis. Quando a placa for pulverizada
com o reagente 4.2.1.17.4, a revelagdo apenas sera apropriada se o tempo de secagem da
camada ndo ultrapassar meia hora.

4.2.3.4 - Leitura:
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Comparar os valores dos Rf e a cor das solugdes padrdo com os da solugdo da
amostra. Os Rf médios em camada de silica sdo dados abaixo, a titulo indicativo, e
apenas tém valor comparativo. Com efeito, dependem:

Do estado de activagdo da placa no momento da cromatografia;
Da temperatura da tina de cromatografia.

Quadro dos Rf obtidos em camada de silica

Eluentes
4.2.1.16.1 42.1.16.2
Acido tioglicolico 0,25 0,80
Acido tiolactico 0,40 0,95
Acido ditiodiglicolico 0,00 0,35
Acido 3-mercaptopropionico.............c.eceenenee. 0,45 0,95
1-t10HCETOL. et 0,45 0,35

5 — Doseamento *:

Comega sempre por uma iodometria.

5.1 - Jodometria:

5.1.1 - Principio:

O doseamento efectua-se por oxidagdo do grupo SH por [, em meio acido,
segundo a equagao:

2 HOOC — CHy+1, — (HOOC — S), +21+2H"

5.1.2 - Reagentes:

Solugdo aferida de iodo 0,1 N.

5.1.3 - Aparelhagem:

Material corrente de laboratorio.

5.1.4 - Técnica:

Num matras com rolha, de 150 ml, contendo 50 ml de agua destilada, pesar com
exactidao de 0,500 g a 1 g de amostra. Juntar 5 ml de HCI 1:1 (4.1.1.2) (pH da solugao
proximo de 0) e titular pelo iodo 0,1 N (5.1.2) até ao aparecimento de uma coloragdo
amarela. Pode utilizar-se um indicador, nomeadamente amido.

5.1.5 - Calculo:

O teor em acido tioglicolico € calculado segundo a férmula:

92.n.100 092 n
1000.10.m m

Percentagem (m/m) de acido tioglicolico =
em que:

m = massa, em gramas, da tomada de ensino;
n = o volume de iodo 0,1 N gasto.

5.1.6 - Nota. - Se o resultado, calculado em acido tioglicolico, for inferior em
0,1% as concentracbes maximas autorizadas, ndo € necessario efectuar outros

* . . s s . ~ e
® O doseamento do acido tioglicolico deve fazer-se sobre os produtos ainda ndo utilizados e destapados recentemente, de modo
a evitar a oxidagao
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doseamentos. Se o resultado for igual ou superior as concentra¢gdes maximas autorizadas
e se a identificagdo mostrou a presenca de varios redutores, é entdo necessario efectuar
o doseamento por cromatografia em fase gasosa.

5.2 - Cromatografia em fase gasosa:

5.2.1 - Principio:

O 4cido tioglicolico ¢ separado do excipiente por precipitagdo sob forma de
acetato de cadmio (II). Apods metilagdo pelo diazometano preparado, quer
extemporaneamente, quer previamente em solucdo etérea, o derivado metilado do acido
tioglicolico ¢ doseado por cromatografia gas/liquido com caprilato de metilo como
padrdo interno.

5.2.2 - Reagentes:

Todos os reagentes devem ser de qualidade analitica.

5.2.2.1 - Acido tioglicélico puro, de titulo conhecido.

5.2.2.2 - Acido cloridrico concentrado (d 2 =1,19)

5.2.2.3 - Metanol.

5.2.2.4 - Solugdo aquosa de acetato de cadmio (II) di-hidratado a 10% (m/v).
5.2.2.5 - Solugdo de caprilato de metilo a 2% (m/v) em metanol.

5.2.2.6 - Solugao tampao de acetato de pH 5:

Acetato de sodio, 3 H,O: 77 g;
Acido acético glacial: 27,5 ml;
Agua desmineralizadaq. b. p.: 1 L

5.2.2.7 - Solucao recentemente preparada de acido cloridrico 3 N em metanol.

5.2.2.8 - N-metil-N-nitroso-N"-nitroguanidina.

5.2.2.9 - Solugao de hidroxido de sédio 5 N.

5.2.2.10 - Solugao titulada de iodo 0,1 N.

5.2.2.11 - Oxido de dietilo.

5.2.2.12 - Solucdo de diazometano preparada a partir de N-metil-N-nitroso p-
tolueno-sulfonamida segundo Fieser (Reagents for Organic Synthesis, Ed. Wiley, 1967).
A solucdo obtida contém cerca de 1,5 g de diazometano em 100 ml de 6xido de dietilo
(5.2.2.11).

Sendo o diazometano um gas toxico e muito instavel, é necessario efectuar todos
0s ensaios em hotte e evitar a utilizacdo de aparelhos que tenham as juntas esmeriladas.

5.2.3 - Aparelhagem:

5.2.3.1 - Material corrente de laboratorio:

5.2.3.2 - Aparelho para preparagdo extemporinea de diazometano (An. chem.,
1973, 45,2302).

5.2.3.3 - Aparelho para preparacdo prévia do diazometano segundo Fieser.

5.2.4 - Preparagdo da amostra:

Num tubo de centrifuga de 50 ml, pesar com exactiddo uma massa de amostra tal
que a quantidade suposta de acido tioglicdlico seja da ordem de 50 mg a 70 mg.
Acidificar com algumas gotas de HCI concentrado (5.2.2.2), até a obtencdo de um pH
proximo de 3.

Juntar 5 ml de agua desmineralizada e 10 ml de solucdo tampdo de acetato
(5.2.2.6). Verificar, por meio de um papel indicador, se o pH esta proximo de 5. De
seguida juntar 5 ml de solugdo de acetato de cadmio (II) (5.2.2.4).

Esperar dez minutos e centrifugar pelo menos durante quinze minutos a 4000 rpm.
Separar o produto sobrenadante. Pode acontecer que este contenha uma gordura
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insolivel, nomeadamente no caso de um creme, e esta Gltima ndo pode ser confundida
com mercaptido de cadmio acumulado de modo compacto no fundo do tubo.

Verificar a auséncia de precipitacdo aquando da adi¢do ao liquido sobrenadante de
algumas gotas de solucdo de acetato de cadmio (II) (5.2.2.4).

Quando as identificacdes precedentes tenham demonstrado a auséncia de agentes
redutores além dos tiois, verificar, por iodometria, se a presenca de tidis no produto
sobrenadante ndo excede 6% a 8% da quantidade inicial.

No tubo de centrifuga que contém o precipitado introduzir 10 ml de metanol
(5.2.2.3), espalhar finamente o precipitado com a ajuda de uma vareta e centrifugar de
novo durante, pelo menos, quinze minutos a 4000 rpm.

Decantar o produto sobrenadante e verificar por iodometria a auséncia de tidis.

Uma segunda lavagem ¢ efectuada nas mesmas condigdes.

Sempre no tubo de centrifuga, juntar:
2 ml de solucdo de caprilato de metilo (5.2.2.5);
5 ml de solugdo de 4cido cloridrico em metanol (5.2.2.7).

Dissolver completamente o mercaptido (pode acontecer que permaneca um ligeiro
residio insoluvel devido ao excipiente). Obém-se a solugdo S. Sobre uma aliquota da
solugdo S, verificar iodometricamente o teor em tidis, que deve ser pelo menos igual a
90% do que foi obtido no n.° 5.1.

5.2.5 - Metilagdo:

A metilacdo € efectuada ou extemporaneamente, segundo o processo descrito no
n.° 5.2.5.1, ou com a ajuda de uma solu¢do de diazometano, previamente preparada
segundo o n.° 5.2.5.2.

5.2.5.1 - Metilagdo extemporanea:

No aparelho (5.2.3.2) que contém 1 ml de 6xido de dietilo (5.2.2.11) introduzir 50
pl da solugdo S. Metilar, segundo o método referenciado no n.° 5.2.3.2, com 300 mg de
N-metil-N-nitroso-N'-nitroguanidina (5.2.2.8). Passados quinze minutos, verificar se a
solugdo contém um excesso de diazometano (solugdo amarela) e transferir para um
baldo de 2 ml fechado hermeticamente. Colocar este no frigorifico durante uma noite.

Fazer simultaneamente duas metilagdes.

5.2.5.2 - Metilagdo com a solu¢do previamente preparada de diazometano
(5.2.2.12):

Num frasco com rolha de 5 ml introduzir 1 ml de diazometano (5.2.2.12) e,
seguidamente, 50 ul da solugdo S. Deixar no frigorifico durante uma noite.

5.2.6 - Preparagdo do padrio:

Preparar uma solucdo padrao de acido tioglicolico de titulo conhecido, contendo
cerca de 60 mg de acido tioglicolico num volume de 2 ml. Obtém-se a solucdo E.
Efectuar a precipitacdo, os doseamentos e a metilacdo como indicado nos n.os 5.2.4 ¢
5.2.5.

5.2.7 - Condig0es da cromatografia em fase gasosa:

5.2.7.1 - Coluna:

Natureza: acido inoxidavel;
Comprimento: 2 m;
Diametro: 3 mm.

5.2.7.2 - Enchimento:
Ftalato de dodecilo a 20%/Chrom. WAW 80-100 mesh.
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5.2.7.3 - Detector:
Ionizacdo de chama. E conveniente que o electrometro seja calibrado para uma

sensibilidade de 8 x 107 '°A.

5.2.7.4 - Gas:
Gas de arrastamento: azoto.

Pressdo: 2,2 b.
Débito: 35 ml/min.

Gas auxiliar: hidrogénio.

Pressdo: 1,8 b.
Débito: 15 ml/min.
Detector: gas recomendado pelo fabricante.

5.2.7.5 - Temperaturas:

Injector: 200°C;
Detector: 200°C;
Coluna: 90°C.

5.2.7.6 - Registador:

Velocidade: 5 mm/min.

5.2.7.7 - Quantidade injectada: 3 pl.

Fazer cinco ensaios com cada amostra metilada.

5.2.7.8 - As condigdes da cromatografia sdo dadas a titulo indicativo, podendo ser
adaptadas de modo que a resolucdo para o pico do acido tioglicolico seja R > 1,5,
entendendo-se que:

dr,—d'n
W W,

R | e R, =tempo de retengdo em minutos;
W, e W, = largura dos picos a meia altura em milimetros;
d' = velocidade de desenrolamento do papel em milimetros/minuto.

E aconselhavel terminar a cromatografia, com programagio de temperatura de
90°C a 150°C, a 10°C/min., a fim de eliminar as substincias que podem interferir nos
ensaios seguintes.

5.2.8 - Calculos:
5.2.8.1 - Coeficiente de proporcionalidade do acido tioglicolico:
E calculado em rela¢do ao octanoato de metilo a partir da mistura padrao.

Seja:
t = o acido tioglicoélico;

k = o seu coeficiente de proporcionalidade;
m'y = a sua massa (em miligramas) na mistura;
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S'y = a area do seu pico;

C = o caprilato de metilo;

m'. = a sua massa (em miligramas) na mistura;
S’ = a area do seu pico;

Kf: vToQr
m', §',

Este coeficiente é funcdo da aparelhagem.
5.2.8.2 - Concentragao do acido tioglicélico na amostra:
Seja:

t = o acido tioglicoélico;

k, = o seu coeficiente de proporcionalidade;

S; = a area do seu pico;

C = o caprilato de metilo;

m', = a area do seu pico;

M = a massa (em miligramas) de tomada de ensaio inicial.

A percentagem (m/m) de acido tioglicdlico na amostra ¢é igual a:

Percentagem (m/m) de acido tioglicolico = Z;‘ % -100

c

6 - Repetibilidade (segundo a norma ISO 5725):

Para um teor em acido tioglicélico de 8% (m/m), a diferenga entre os resultados
de dois doseamentos paralelos, efectuados sobre a mesma amostra, ndo deve ultrapassar
0,8%.

(nota *) O doseamento do 4cido tioglicolico deve fazer-se sobre os produtos ainda
ndo utilizados e destapados recentemente, de modo a evitar oxidagao.

CAPITULO IV

Agentes de oxidacgio e peréxido de hidrogénio nos produtos capilares -
Identificacio e doseamento, respectivamente.

Objectivo e campo de aplicagdo:

O doseamento iodométrico do perdxido de hidrogénio nos produtos cosméticos ¢
possivel na auséncia de qualquer outro agente de oxidagdo que reaja com iodetos para
tomar o iodo. Antes de iniciar o doseamento iodométrico do perdxido de hidrogénio, &,
pois, indispensavel detectar e identificar outros agentes de oxidacdo eventualmente
presentes. Esta identificacdo efectua-se em duas operagdes, a primeira dizendo respeito
aos persulfatos, bromatos e peroxido de hidrogénio e a segunda ao peroxido de bario.

A - Identificacdo de persulfatos, bromatos e peréxido de hidrogénio

1 - Principio:
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Os persulfatos de soédio, de potassio e de amonio, o bromato de potassio e de
sodio e o peroxido de hidrogénio, quer seja ou ndo proveniente do peroxido de bario,
sdo identificados por cromatografia descendente em papel, com a ajuda de dois eluentes.

2 - Reagentes:

Todos os reagentes devem ser de qualidade analitica.

2.1 - Solugdes aquosas de referéncia a 0,5% (m/v) dos compostos seguintes:

2.1.1 - Persulfato de sodio.

2.1.2 - Persulfato de potassio.

2.1.3 - Persulfato de amonio.

2.1.4 - Bromato de potassio.

2.1.5 - Bromato de sddio.

2.1.6 - Peroxido de hidrogénio.

2.2 - Eluente A: etanol a 80% (v/v).

2.3 - Eluente B: benzeno, metanol, alcool isoamilico, agua (34:38:18:10, em
volume).

2.4 - Reagente A: solugdo aquosa de iodeto de potassio a 10% (m/v).

2.5 - Reagente B: solucdo aquosa de amido a 1% (m/v).

2.6 - Reagente C: 4cido cloridrico a 10% (m/m).

2.7 - Acido cloridrico 4 N.

3 - Aparelhagem:

3.1 - Papel para cromatografia (Whatman n.os 3 e 4, ou equivalente).
3.2 - Micropipeta de 1 pl.

3.3 - Baldes aferidos de 100 ml.

3.4 - Filtros de pregas.

3.5 - Material corrente para cromatografia descendente em papel.

4 - Preparacao da amostra:

4.1 - Produtos soluveis na agua:

Preparar duas solugdes de amostra, dissolvendo, respectivamente, 1 g e 5 g do
produto em 100 ml de agua.

Para efectuar a cromatografia sobre papel descrita no n.° 5, utilizar 1 pl de cada
uma destas duas solugdes.

4.2 - Produtos parcialmente soliveis na agua:

4.2.1 - Pesar 1 ga 5 g de amostra, suspender em 50 ml de agua, completar a 100
ml e misturar. Filtrar as duas suspensdes por um filtro de pregas (3.4) e utilizar 1 pl de
cada um dos dois filtrados para efectuar a cromatografia em papel descrita no n.° 5.

4.2.2 - Preparar duas novas suspensdes de 1 g a 5 g de amostra em 50 ml de 4gua,
acidificar com acido cloridrico diluido (2.7), completar a 100 ml com agua e misturar.
Filtrar as suspensodes por um filtro de pregas (3.4) e utilizar 1 pl de cada um dos dois
filtrados para efectuar a cromatografia em papel descrita no n.° 5.

4.3 - Cremes:

Homogeneizar separadamente 5 g e 20 g do produto com 100 ml de 4gua e utilizar
as dispersdes para efectuar a cromatografia em papel descrita no n.° 5.

5 - Técnica:

5.1 - Em duas tinas para cromatografia descendente em papel, colocar uma certa
quantidade de eluentes A (2.2) e B (2.3). Saturar as tinas com vapores dos eluentes
durante vinte e quatro horas, pelo menos.
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5.2 - Numa tira de papel para cromatografia (Whatman n.° 3, ou equivalente) de
40 cm de comprimento e 20 cm de largura (3.1), ou de outro formato adequado, colocar
em cada ponto de partida 1 (mi)l de uma das solugdes ou suspensdes filtradas de
amostra e de produto de referéncia preparadas de acordo com os n.os 4 ¢ 2.1 e evaporar
o solvente ao ar.

5.3 - Colocar a tira (5.2) na tina cheia de eluente A (5.1) e cromatografar até que
este tenha percorrido 35 cm (cerca de quinze horas).

5.4 - Repetir as operagoes descritas nos n.os 5.2 e 5.3 com papel para
cromatografia (Whatman n.° 4, ou equivalente) (3.1) e o eluente B (2.3). Cromatografar
até que este tenha percorrido 35 c¢cm (cerca de cinco horas).

5.5 - Apods desenvolvimento, tirar as tiras de papel das tinas e seca-las ao ar.

5.6 - Revelar as manchas pulverizando:

5.6.1 - O reagente A (2.4) e logo a seguir o reagente B (2.5). As manchas de
persulfatos aparecem em primeiro lugar no cromatograma, seguidas de manchas de
peroxido de hidrogénio. Marcar estas manchas com um lapis.

5.6.2 - O reagente C (2.6) sobre cromatogramas obtidos no n.° 5.6.1. Aparecem
manchas cinzentas-azuladas, que indicam a presenca de bromatos.

5.7 - Nas condigdes indicadas para os eluentes A (2.2) e B (2.3), os valores Rf das
solugdes de referéncia (2.1) sdo os seguintes:

Solvente A Solvente B
(2.2) (2.3)

Persulfato de sddio 0,40 0,10
Persulfato de potassio 0,40 0,02+0,05
Persulfato ed amoénio 0,50 0,10+0,20
Bromato de sodio 0,40 0,20
Bromato de potassio 0,40 0,10+0,20
Peroxido de hidrogénio 0,80 0,80

B - Identificacdo do peroxido de bario

1 - Principio:
A presencga de peroxido de bario é posta em evidéncia:

Por um lado, pela formagdo de peroxido de hidrogénio apds acidificacdo da
amostra (titulo A, n.® 4.2);
Por outro, pela identificag@o dos ides bario.

Na auséncia de persulfatos (titulo A), junta-se acido sulfurico diluido a uma parte
da solug@o amostra acida (4.1), o que desencadeia a formagao de precipitado branco do
sulfato de bario. A presenga de ides bario na solucdo amostra (4.1) € confirmada por
cromatografia em papel como se indica no n.° 5. No caso de presen¢a simultinea de
persulfato e de peroxido de bario (titulo B, n.° 4.2) depois da fusdo alcalina do insolavel
e dissolucdo em acido cloridrico, detecta-se a presenca do ido bario por cromatografia e
ou por precipitacdo sob a forma de sulfato.

2 - Reagentes:

2.1 - Metanol.

2.2 - Acido cloridrico concentrado a 36% (m/m).
2.3 - Acido cloridrico 6 N.

2.4 - Acido sulfurico 4 N.
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2.5 - Rodizonato dissodico.

2.6 - Cloreto de bario (Ba Cl,, 2H,0).

2.7 - Carbonato de s6dio anidro.

2.8 - Solucdo aquosa de cloreto de bario a 1% (m/v).

2.9 - Eluente: metanol, acido cloridrico concentrado a 36%, agua (80:10:10, em
volume).

2.10 - Reagente, solugdo aquosa de rodizonato dissodico a 0,1% (m/v); preparar a
solucdo imediatamente antes da utilizagao.

3 - Aparelhagem:

3.1 - Micropipeta de 5 pl.

3.2 - Cadinhos de platina.

3.3 - Baldes aferidos de 100 ml.

3.4 - Papel para cromatografia (Schleicher et Schull 2043 b, ou equivalente).
Colocar durante uma noite na tina para cromatografia (titulo A, n.° 3.5) contendo o
eluente (titulo B, n.° 2.9) e secar.

3.5 - Filtros de pregas.

3.6 - Material corrente para a cromatografia ascendente em papel.

4 - Preparacdo da amostra:

4.1 - Produtos que nao contenham persulfatos:

4.1.1 - Homogeneizar ou dissolver 2 g do produto em 50 ml de agua e, por meio
de acido cloridrico (2.3), levar o pH da solugdo a 1, aproximadamente.

4.1.2 - Transferir a solug@o ou suspensao para baldo aferido de 100 ml. Completar
o volume com agua e misturar. Utilizar esta solugdo para efectuar a cromatografia em
papel descrita no n.° 5 e para identificar o bario por precipitacdo do sulfato.

4.2 - Produtos que contenham persulfatos:

4.2.1 - Homogeneizar ou dissolver 2 g do produto em 100 ml de agua e filtrar.

4.2.2 - Adicionar ao residuo seco 7 a 10 vezes o seu peso de carbonato de sodio
(titulo B, n.° 2.7), misturar e fundir a mistura num cadinho de platina (titulo B, 3.2)
durante cerca de meia hora.

4.2.3 - Arrefecer a temperatura ambiente, colocar o produto da fusdo em
suspensao em 50 ml de agua e filtrar (titulo B, n.° 3.5).

4.2.4 - Dissolver no acido cloridrico 6 N (titulo B, n.° 2.3) e completar a 100 ml
com agua. Utilizar esta soluc¢do para efectuar a cromatografia em papel descrita no n.° 5
e para identificar o bario por precipitacdo do sulfato.

5 - Técnica:

5.1 - Numa tina para cromatografia ascendente em papel colocar uma certa
quantidade de eluente (2.9) e saturar a tina durante quinze horas, pelo menos.

5.2 - Numa folha de papel para cromatografia, anteriormente tratada como
indicado (3.4), aplicar, respectivamente, em trés pontos, 5 pl de cada uma das solucdes
preparadas (4.1.2 e 4.2.4) e da solugdo de referéncia (2.8).

5.3 - Evaporar o solvente ao ar e cromatografar na vertical até que o eluente tenha
percorrido 30 cm.

5.4 - Tirar o papel da tina e secé-lo ao ar.

5.5 - Revelar as manchas no cromatograma pulverizando com reagente (2.10).

Em presenca do bario, aparecem manchas vermelhas com Rf 0,10,
aproximadamente.
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C - Doseamento do peroxido de hidrogénio

1 - Principio:
O doseamento iodométrico do perdxido de hidrogénio baseia-se na reaccdo
seguinte:

H,0,+2H 21— 1,+2H,0

Trata-se de uma reacc¢do lenta, mas € possivel acelera-la, adicionando molibdato
de amonio. O iodo formado, doseado por processos titrimétricos com uma solugdo de
tiossulfato de sédio, permite calcular o teor em peroxido de hidrogénio.

2 - Definigéo:
O teor da amostra em peroxido de hidrogénio determinado segundo este método ¢
expresso em percentagem do produto (m/m).

3 - Reagentes:

Todos os reagentes devem ser de qualidade analitica.

3.1 - Acido sulfarico 2 N.

3.2 - Iodeto de potassio.

3.3 - Molibdato de amonio.

3.4 - Solugdo de tiossulfato de sodio 0,1 N.

3.5 - Solugdo de iodeto de potassio a 10% (m/v). Preparar a solugdo
extemporaneamente.

3.6 - Solugdo de molibdato de amonio a 20% (m/v).

3.7 - Solugéo de amido a 1% (m/v).

4 - Aparelhagem:

4.1 - Copos de vidro de 100 ml.

4.2 - Bureta de 50 ml.

4.3 - Balao aferido de 250 ml.

4.4 - Provetas graduadas de 25 ml e 100 ml.
4.5 - Pipetas aferidas de 10 ml.

4.6 - Matrases de 250 ml.

5 - Técnica:

5.1 - Num copo de 100 ml pesar uma quantidade (em gramas) do produto
equivalente a 0,6 g, aproximadamente, de peroxido de hidrogénio; transferir
quantitativamente para um baldo aferido de 250 ml com a ajuda de uma pequena
quantidade de agua, completar o volume com agua e misturar.

5.2 - Pipetar 10 ml da solugdo da amostra (5.1) para um baldo de 250 ml (4.6) e
adicionar sucessivamente 100 ml de acido sulfurico 2 N (3.1), 20 ml de solucdo de
iodeto de potassio (3.5) e trés gotas de solugdo de molibdato de amoénio (3.6).

5.3 - Titular imediatamente o iodo formado com a solucdo de tiossulfato de sodio
0,1 N (3.4) e, na proximidade do ponto de equivaléncia, juntar alguns mililitros de
solucdo de amido como indicador. Anotar a quantidade, em mililitros, de tiossulfato de
sodio 0,1 N utilizada (V).

5.4 - Conforme o processo indicado nos n.”® 5.1 e 5.3, efectuar um ensaio em
branco, substituindo os 10 ml da solucdo da amostra por 10 ml de 4dgua. Anotar a
quantidade em mililitros de tiossulfato de s6dio 0,1 N utilizada (V).

INFARMED - Gabinete Juridico e Contencioso



Legislacdao Farmacéutica Compilada Portaria n.° 503/94, de 6 de Julho

6 - Célculo:
Calcular o teor do produto em peréxido de hidrogénio, em percentagem de massa
(m/m), pela formula:

(V =V,)-1,7008-250
m-10-1000

percentagem de peroxido de hidrogénio =

(V-V,)-4,252
m

percentagem de peroxido de hidrogénio =
em que:

m = a quantidade, em gramas, de produto examinado (5.1);

Vp = a quantidade, em mililitros, de solucdo de tiossulfato 0,1 N consumida no
doseamento do ensaio em branco (5.4);

V' = a quantidade, em mililitros, de solu¢do de tiossulfato 0,1 N consumida no
doseamento da solugdo de amostra (5.3).

7 - Repetibilidade (segundo a norma ISO 5725):

Para um teor de peroxido de hidrogénio da ordem dos 6% (m/m), a diferenca entre
os resultados de dois doseamentos paralelos efectuados na mesma amostra ndo deve
ultrapassar 0,2%.

CAPITULO V
Amoniaco - Doseamento

1 - Objectivo e campo de aplicacao:
O método descreve o doseamento do amoniaco livre no conjunto dos produtos
cosméticos.

2 - Definigéo:
O teor da amostra em amoniaco determinado segundo este método é expresso em
percentagem de NH; (m/m).

3 - Principio:

Uma solugdo de cloreto de bario ¢ adicionada ao produto cosmético em meio
metanol-agua. O precipitado eventualmente formado ¢ filtrado ou centrifugado. Este
modo de proceder evita, no decurso da destilagdo em corrente de vapor, o arrastamento
de certos sais de amonio, tais como o carbonato, o hidrogenocarbonato, os sais de
acidos gordos, etc., com excepcdo do acetato de amonio. O amoniaco ¢ arrastado pelo
vapor a partir do filtrado ou da parte sobrenadante e doseado por titrimetria de retorno
com indicador, ou titrimetria potenciométrica directa.

4 - Reagentes:

Todos os reagentes devem ser de qualidade analitica.

4.1 - Metanol.

4.2 - Solugao de cloreto de bario di-hidratado a 25% (m/v).
4.3 - Solugdo de acido ortoborico a 4% (m/v).
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4.4 - Solugdo aferida de acido sulftrico 0,5 N.

4.5 - Antiespuma liquido.

4.6 - Solucdo aferida de hidroxido de sodio 0,5 N.

4.7 - Indicador: misturar 5 ml de uma solug¢do de vermelho de metilo a 0,1% em
etanol e 2 ml de uma solugdo de azul de metileno a 0,1% em agua.

5 - Aparelhagem:

5.1 - Material corrente de laboratorio.

5.2 - Centrifuga com tubos fechados.

5.3 - Aparelho de arrastamento pelo vapor.

5.4 - Potenciémetro.

5.5 - Eléctrodo de vidro e eléctrodo de referéncia de dicloreto de dimercurio
(calomelanos).

6 - Técnica:

6.1 - Num baldo aferido de 100 ml pesar, com aproxima¢do de 1 mg, uma
quantidade da amostra (m), correspondente, no maximo, a 150 mg de NHj.

6.2 - Adicionar:

Agua: 10 ml;
Metanol (4.1): 10 ml;
Solugdo de cloreto de bario (4.2): 10 ml.

Completar o volume com metanol (4.1).

6.3 - Homogeneizar e deixar uma noite no frigorifico (5°C).

6.4 - A solugdo, ainda fria, ¢ filtrada ou centrifugada em tubos fechados, durante
dez minutos, de modo a obter um liquido sobrenadante limpido.

6.5 - Introduzir, medindo por pipeta, 40 ml da solugdo limpida no aparelho de
arrastamento (5.3) e, eventualmente, 0,5 ml de antiespuma (4.5).

6.6 - Destilar e recolher 200 ml de produto destilado num copo de 250 ml
contendo 10,0 ml de acido sulfurico 0,5 N (4.4) e 0,1 ml do indicador (4.7).

6.7 - Dosear por retorno o acido sulfirico em excesso com a solugdo de hidréxido
de sodio (4.6).

6.8 - No caso de um doseamento potenciométrico, recolher 200 ml de produto
destilado num copo de 250 ml contendo 25 ml da solugdo de acido ortoboérico (4.3) e
titular com acido sulfarico 0,5 N (4.4).

7 - Expressao dos resultados:
7.1 - Doseamento por retorno com o indicador.

Seja:

V;(ml) = o volume da solugdo de hidroxido de sddio 0,5 N (4.6) utilizado;
T; = o titulo exacto da solucdo de hidroxido de sédio 0,5 N (4.6);

T, = o titulo exacto da solugdo de acido sulfurico 0,5 N (4.4);

m(mg) = massa da amostra (6.1).

(107, -V, T,)-17-100 _ (107, =V, T;)-4250

0.4m m

Percentagem (m/m) NH, =
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7.2 - Doseamento potenciométrico directo, em que:

V>(ml) = o volume da solucdo de acido stlfurico 0,5 N (4.4) utilizado;
T, = o titulo exacto da solugdo de acido sulfurico 0,5 N (4.4);
m(mg) = a massa da amostra (6.1).

V,-T,-17-100 _V,-T,-4250
0,4 m m

Percentagem de (n/n) de NH; =

8 - Repetibilidade (segundo a norma ISO 5725):
Para o teor em NH; da ordem de 6%, a diferenca entre os resultados de dois
doseamentos paralelos efectuados sobre a mesma amostra ndo deve ultrapassar 0,6%.

CAPITULO VI

1-(4-aminobenzoato) de glicerol
Identificacio e doseamento

A - Identificacao

1 - Objectivo e campo de aplicagio:

Este método destina-se a pér em evidéncia o 1-(4-aminobenzoato) de glicerol ou
4-aminobenzoato de o-monoglicerilo. Permite igualmente identificar o 4-
aminobenzoato de etilo (benzocaina DCI) eventualmente presente como impureza.

2 - Principio:

A identificagcdo faz-se por cromatografia em camada fina de gele de silica com
indicador de fluorescéncia e caracterizacdo da fungdo amina primaria livre por formagao
sobre a placa de um corante diazoico.

3 - Reagentes:

Todos os reagentes devem ser de qualidade analitica.

3.1 - Mistura solvente: ciclo-hexano, isopropanol e diclorometano estabilizado
(48:64:9, em volume).

3.2 - Eluente: éter de petrdleo, benzeno, acetona ¢ amoénia (minimo 25% NHj3):
(35:35:35:1, em volume).

3.3 - Revelador:

Solucdo a): nitrito de sédio: 1,0 g em 100 ml de HC1 1 M, a preparar
extemporaneamente;
Solugdo b): 2-naftol: 0,2 g em 100 ml de KOH 1 M.

3.4 - Solugdes padrao:
4-aminobenzoato de o-monoglicerilo: 0,050 g em 100 ml da mistura solvente
(3.1);

4-aminobenzoato de etilo: 0,050 g em 100 ml da mistura solvente (3.1).

3.5 - Placa de gele de silica 60 F,s4, com espessura de 0,25 mm e formato de 20
cm x 20 cm.
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4 - Aparelhagem:

4.1 - Equipamento corrente de cromatografia em camada fina.
4.2 - Aparelho vibrador de ultra-sons.

4.3 - Filtro Millipore FH 0,5 um, ou equivalente.

5 - Técnica:

5.1 - Preparacdo da amostra:

Pesar 1,5 g da amostra num baldo aferido de rolha esmerilada de 10 ml.
Completar a 10 ml com a mistura solvente (3.1). Tapar e deixar durante uma hora a
temperatura ambiente num aparelho vibrador de ultra-sons (4.2). Filtrar por um filtro
Millipore (4.3). Utilizar o filtrado para a cromatografia.

5.2 - Cromatografia em camada fina:

Aplicar sobre a placa (3.5) 10 ul do filtrado (5.1) e 10 pl de cada solugdo padrao
(3.4). Desenvolver o cromatograma no percurso de 15 c¢cm numa tina previamente
saturada com o solvente (3.2). Deixar secar a temperatura ambiente.

5.3 - Revelagao:

5.3.1 - Observar a placa a luz ultravioleta a 254 nm.

5.3.2 - Sobre a placa perfeitamente seca, vaporizar com a solucgdo 3.3, a). Deixar a
temperatura ambiente durante um minuto e vaporizar imediatamente com a solu¢éo 3.3,
b). Secar a placa na estufa a 60°C. As manchas aparecem coradas de alaranjado, com os
valores de Rf seguintes: 4-aminobenzoato de a-monoglicerilo: 0,07; 4-aminobenzoato
de etilo: 0,55.

B - Doseamento

1 - Objectivo e campo de aplicacdo:

Este método descreve o doseamento do 1-(4-aminobenzoato) de glicerol (4-
aminobenzoato de o-monoglicerilo). Permite igualmente o dosamento do 4-
aminobenzoato de etilo. E o adequado para dosear, no maximo, 5% (m/m) de 4-
aminobenzoato de a-monoglicerilo ¢ 1% (m/m) de 4-aminobenzoato de etilo.

2 - Definigao:
O teor em 4-aminobenzoato de a-monoglicerilo e em 4-aminobenzoato de etilo
avaliado por este método e expresso em percentagem de massa [% (m/m)] do produto.

3 - Principio:
O produto a analisar € posto em suspensdo em metanol e, apds tratamento
adequado, o doseamento ¢ efectuado por cromatografia liquida a alta pressao (HPLC).

4 - Reagentes:

Todos os reagentes devem ser de qualidade analitica e, nomeadamente, ser
proprios para a cromatografia liquida a alta pressdo.

4.1 - Metanol.

4.2 - Di-hidrogeno-ortofosfato de potassio KH,PO,.

4.3 - Acetato de zinco (IT) Zn(CH3COQ,) . 2 H,0.

4.4 - Acido acético: (d;° =1,05)

4.5 - Ferrocianeto de tetrapotassio: K4 [Fe(CNpg)] . 3 H,O.

4.6 - 4-hidroxibenzoato de etilo.

4.7 - 4-aminobenzoato de a-monoglicerilo.
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4.8 - 4-aminobenzoato de etilo (benzocaina).

4.9 - Solugdo tampao (0,02 M): dissolver 2,72 g de di-hidrogeno-ortofosfato de
potassio (4.2) em 1 1 de agua.

4.10 - Eluente: solucdo tampdo (4.9) e metanol (4.1) (61:39, em volume). A
composicdo desta fase movel pode ser modificada de tal modo que o factor de resolugéo
R seja igual ou superior a 1,5:

d'R,~d'R,
W +W,

R=2
em que:

R; e R, =tempo de retengdo, expresso em minutos, de dois picos;
W, e W, = largura, expressa em milimetros, dos mesmos picos a meia altura;
d' = velocidade do papel em milimetros/minuto.

4.11 - Solugdo mae de 4-aminobenzoato de a-monoglicerilo: pesar com precisdo
cerca de 40 mg de 4-aminobenzoato de a-monoglicerilo. Introduzi-los num baldo
aferido de 100 ml. Dissolver em 40 ml de metanol (4.1). Completar o volume com a
solugdo tampdo (4.9) ¢ misturar.

4.12 - Solugdo mae de 4-aminobenzoato de etilo: pesar com precisdo cerca de 40
mg de 4-aminobenzoato de etilo. Introduzi-los num baldo aferido de 100 ml. Dissolver
em 40 ml de metanol (4.1). Completar o volume com a solucdo tampao (4.9) e misturar.

4.13 - Solucdo do padrdo interno: pesar com precisdo cerca de 50 mg de 4-
hidroxibenzoato de etilo (4.6) e dissolvé-los em 40 ml de metanol (4.1). Introduzir a
solu¢c@o num baldo aferido de 100 ml, completar o volume com a solucdo tampao (4.9) e
misturar.

4.14 - Solugdes padrdo: por dissolugdo em 100 ml de eluente (4.10), preparar
quatro solu¢des padrdo conforme o quadro seguinte:

4—aminobenlgoat'<; deo- 4-aminobenzoato de etilo 4-hidroxibenzoato de etilo
Solugdo padrao [monogricen’o
Ml % ml % ml %
(4.11) pg/ml(*) @.12) pg/ml(*) @13) pg/ml(*)
| R 2 8 2 8 10 50
| | DO 4 16 3 12 10 50
| 1 1 SR 6 24 4 16 10 50
IV 10 40 5 20 10 50

(*) Estes valores sdo dados a titulo indicativo e correspondem a uma pesagem exacta das solugdes 4.11,4.12 ¢ 4.13

4.15 - Solugdo de Carrez I: dissolver 26,5 g de ferrocianeto tetrapotassico (4.5) em
agua e completar o volume a 250 ml.

4.16 - Solugdo de Carrez II: dissolver 54,9 g de acetato de zinco (II) (4.3) e 7,5 ml
de acido acético (4.4) em agua e completar a 250 ml.

4.17 - Lichrosorb RP-18, ou equivalente, de 5 um.

Nota. - Estas solu¢des podem ser obtidas de modo diferente.

5 - Aparelhagem:

5.1 - Material corrente de laboratorio.

5.2 - Cromatografo em fase liquida, a alta pressdo, com detector no ultravioleta,
com comprimento de onda variavel e cAmara termostatada a 45°C.

5.3 - Coluna em acido inoxidavel: comprimento, 250 mm, didmetro interior, 4,6
mm. A coluna é cheia com Lichrosorb RP-18 (4.17).
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5.4 - Banho de ultra-sons.

6 - Técnica:

6.1 - Preparacdo da amostra:

6.1.1 - Pesar com precisdo cerca de 1 g de amostra num copo de 100 ml e juntar
10 ml de metanol (4.1).

6.1.2 - Colocar o copo durante vinte minutos num banho de ultra-sons (5.4).
Transferir quantitativamente a suspensao assim obtida para um baldo aferido de 100 ml
com 75 ml de eluente (4.10), no maximo. Juntar sucessivamente 1 ml de solugao de
Carrez I (4.15) e 1 ml de solug@o de Carrez II (4.16), misturando ap6s cada operacao.
Completar o volume com eluente (4.10), misturar de novo e filtrar por filtro de pregas.

6.1.3 - Com uma pipeta introduzir, num baldo aferido de 50 ml, 3,0 ml do filtrado
obtido no n.° 6.1.2 e 5,0 ml da solucdo do padrdo interno (4.13). Completar o volume
com eluente (4.10) e misturar. Utilizar a solugdo assim obtida para proceder a analise
cromatografica descrita no n.° 6.2.

6.2 - Cromatografia:

6.2.1 - Regular o débito da fase movel (4.10) para 1,2 ml/min. e fixar a
temperatura da coluna em 45°C.

6.2.2 - Regular o detector (5.2) em 274 nm.

6.2.3 - Por meio de uma microsseringa, fazer pelo menos duas injecgdes de 20 pl
da solucdo 6.1.3 e medir a area dos picos.

6.3 - Curvas de calibragio:

6.3.1 - Injectar 20 ul de cada uma das solugdes padrdo (4.14) e medir a area dos
picos.

6.3.2 - Para cada concentragdo, calcular a relagdo entre a area do pico de 4-
aminobenzoato de a-monoglicerilo ¢ a area do pico do padrdo interno. Tragar a curva de
calibragdo colocando esta relagdo em ordenada e a relagdo das massas correspondentes
em abcissa.

6.3.3 - Proceder do mesmo modo para o 4-aminobenzoato de etilo.

7 - Calculo:

7.1 - Sobre as curvas da calibracao obtidas no n.° 6.3, ler as rela¢des de massa RP;
e RP; correspondentes as relagdes entre as areas dos picos calculados no n.° 6.2.3, em
que:

RP; = relagdo das massas de 4-aminobenzoato de o-monoglicerilo ¢ 4-
hidroxibenzoato de etilo;

RP, = relagao das massas de 4-aminobenzoato de etilo e 4-hidroxibenzoato de
etilo.

7.2 - A partir das relagdes de massa assim obtidas, calcular o teor em 4-
aminobenzoato de a-monoglicerilo e em 4-aminobenzoato de etilo, em percentagem de
massa (m/m), por meio das formulas:

Percentagem (m/m) de 4-aminobenzoato de a-monoglicerilo = RF, 4

6p

Percentagem (m/m) de 4-aminobenzoato de etilo = RPA, 6i
p
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q = quantidade, em miligramas, de 4-aminobenzoato de estilo (padrdo interno)
pesada no n.° 4.13.
p = quantidade, em gramas, da amostra pesada no n.° 6.1.1.

8 - Repetibilidade (segundo a norma ISO 5725):

8.1 - Para um teor de 5% (m/m) em 4-aminobenzoato de a-monoglicerilo, a
diferenca entre os resultados de dois doseamentos paralelos efectuados na mesma
amostra nao deve ultrapassar 0,25%.

8.2 - Para um teor de 1% (m/m) de 4-aminobenzoato de etilo, a diferenga entre os
resultados de dois doseamentos paralelos efectuados na mesma amostra ndao deve
ultrapassar 0,10%.

9 - Notas:

9.1 - Antes de efectuar a andlise propriamente dita, ¢ conveniente determinar se a
amostra nao contém um composto susceptivel de coincidir com o pico do padrao interno
(4-aminobenzoato de etilo) sobre o cromatograma.

9.2 - Para verificar a auséncia de eventuais interferéncias, repetir o doseamento,
modificando em mais ou menos 10% a propor¢do de metanol na fase mével.

CAPITULO VII

Cloratos de metais alcalinos - Identificacdo e doseamento

Objectivo e campo de aplicagdo:
O método descreve a identificacdo ¢ o doseamento dos cloratos nos dentifricios e
outros produtos cosméticos.

A - Identificacao

1 - Principio:
Os cloratos sdo separados dos outros halogenatos por cromatografia em camada
fina e detectados por formacao de iodo obtido por oxidacao do iodeto de potassio.

2 - Reagentes:

Todos os reagentes devem ser de qualidade analitica.

2.1 - Solucdo de referéncia: solucdes aquosas de clorato, bromato e iodato de
potassio (0,2% m/v) preparadas recentemente.

2.2 - Eluente: solugdo de amoniaco (28% m/v), acetona e butanol (60:130:30, em
volume).

2.3 - Solugdo aquosa de iodeto de potassio (5% m/v).

2.4 - Solugdo de amido (1% a 5% m/v).

2.5 - Acido cloridrico 1 M.

2.6 - Placas de cromatografia em camada fina pré-preparadas revestidas de
celulose (espessura: 0,25 mm).

3 - Aparelhagem:
Material corrente de laboratorio para cromatografia em camada fina.

4 - Técnica:
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4.1 - Extrair cerca de 1 g da amostra com agua, filtrar e diluir até cerca de 25 ml.

4.2 - Aplicar sobre a placa (2.6) 2 ul da solugdo 4.1 e 2 pl de cada uma das trés
solucdes de referéncia (2.1).

4.3 - Introduzir a placa numa tina e desenvolver por cromatografia ascendente no
percurso de cerca de trés quartos do comprimento da placa com a ajuda do eluente (2.2).

4.4 - Retirar a placa da tina e deixar evaporar o eluente (duas horas,
aproximadamente).

4.5 - Pulverizar a placa com a solucdo de iodeto de potassio (2.3) e deixar secar
durante cerca de cinco minutos.

4.6 - Pulverizar a placa com a solug@o de amido (2.4) e deixar secar durante cerca
de cinco minutos.

4.7 - Pulverizar a placa com acido cloridrico (2.5).

5 - Avaliagdo:
Em presenga de clorato, aparece uma mancha azul (eventualmente castanha)

passada meia hora.

Os valores de Rf sdo os seguintes:

Rf
TOAALO....cceeiecceee e 0—0,2
BIOmaAtO.......cocveieeriecieicie ettt 0,5—0,6
() 1) ¢: 1o SRRt 0,7—0,8

Como os bromatos ¢ os iodatos produzem reacg¢des imediatas, procurar-se-4 nio
confundir as manchas de bromato e de clorato.

B - Doseamento

1 - Definigéo:
O teor da amostra em clorato determinado por este método é expresso em
percentagem de massa de clorato.

2 - Principio:

O clorato ¢ reduzido por zinco em p6 em meio acido. O cloreto formado ¢ titulado
potenciometricamente pelo nitrato de prata. Um doseamento analogo antes da redugdo
permite revelar a presenga eventual de halogenetos.

3 - Reagentes:

Todos os reagentes devem ser de qualidade analitica.
3.1 - Acido acético a 80% (m/m).

3.2 - Zinco em po.

3.3 - Solugéo titulada de nitrato de prata 0,1 M.

4 - Aparelhagem:
4.1 - Material corrente de laboratério.

4.2 - Potenciometro equipado com um eléctrodo indicador de prata.

5 - Técnica:
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5.1 - Preparacdo da amostra:

Pesar com precisdo uma quantidade (m) de cerca de 2 g num tubo de centrifuga.
Juntar cerca de 15 ml de acido acético (3.1) e misturar cuidadosamente. Esperar trinta
minutos e centrifugar durante quinze minutos a 2000 rpm. Transferir a solucdo
sobrenadante para um baldo aferido de 50 ml. Repetir duas vezes a centrifugagio,
juntando 15 ml de acido acético (3.1) ao residuo. Recolher as solu¢des que contém o
clorato no mesmo baldo aferido.

Completar o volume com acido acético (3.1).

5.2 - Redugao do clorato:

A 20 ml da solucdo 5.1 juntar 0,6 g de zinco em po6 (3.2). Aquecer a ebulicdo num
baldo munido de um refrigerante de refluxo. Apds trinta minutos de ebuligdo, deixar
arrefecer e filtrar. Lavar o baldo com &gua, filtrar e reunir o filtrado e as dguas de
lavagem.

5.3 - Doseamento de clorto:

Titular a solu¢do 5.2 com nitrato de prata (3.3) por meio de potenciometro (4.2).
Titular do mesmo modo 20 ml de solugdo 5.1 com nitrato de prata (3.3).

Se o produto contiver derivados de bromo ou de iodo susceptiveis de libertar
brometos de iodeto apos reducdo, a curva de titulacdo apresenta varios pontos de
inflexdo. Neste caso, o volume da solucdo titulada (3.3) correspondente ao cloreto ¢
representado pela diferenca entre os volumes correspondentes aos ultimo e
antepenultimo pontos de inflex3o.

6 - Calculo:
O teor em clorato da amostra é calculado segundo a formula:
Percentagem (m/m) de clorato = 2090/ -V )M
m

em que:

V= volume, em milimetros, da solu¢do de nitrato de prata (3.3) utilizada para a
titulag¢do a solugdo 5.2;

V' = volume, em milimetros, da solugdo de nitrato de prata (3.3) utilizada para
a titulagdo da solucdo 5.1;

M = molaridade da solucdo de nitrato de prata (3.3);

m = massa, em gramas, da amostra 5.1.

7 - Repetibilidade (segundo a norma ISO 5725):

Para um teor em clorato de 3% a 5% (m/m), a diferenca entre os resultados de
dois doseamentos paralelos efectuados na mesma amostra ndo deve ultrapassar 0,07%
(m/m).

CAPITULO VIII
Clorobutanol - Doseamento
1 - Objectivo e campo de aplicacao:
O presente método ¢ o adequado para o doseamento do clorobutanol na

concentracdo maxima 0,5% (m/m) para todos os produtos cosméticos, com excepcao
dos aerossois.
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2 - Definigdo:
O teor em clorobutanol avaliado por este método ¢ expresso em percentagem de
massa (m/m) do produto.

3 - Principio:
Ap6s tratamento adequado do produto a analisar, o doseamento ¢é efectuado por
cromatografia em fase gasosa, utilizando o 2,2,2-tricloroetanol como padrao interno.

4 - Reagentes:

Todos os reagentes devem ser de qualidade analitica.

4.1 - Clorobutanol (1,1,1-tricloro-2-metilpropanol-2).

4.2 -2,2,2-tricloroetanol.

4.3 - Etanol absoluto.

4.4 - Solugdo padrao de clorobutanol: 0,025 g em 100 ml de etanol (4.3) (m/v).

4.5 - Solugdo padrdo de 2,2,2-tricloroetanol: 0,004 g em 100 ml de etanol (4.3)
(m/v).

5 - Aparelhagem:
5.1 - Material corrente de laboratorio.
5.2 - Cromatografo em fase gasosa com detector de captura de electrdes 63 Ni.

6 - Técnica:

6.1 - Preparacdo da amostra:

Pesar com precisdo de 0,1 g a 0,3 g de amostra. Introduzi-la num balao aferido de
100 ml, dissolver em etanol (4.3), juntar 1 ml da solu¢do do padrdo interno (4.5) e
completar o volume com etanol (4.3).

6.2 - Condigdes da cromatografia em fase gasosa:

6.2.1 - As condicdes do ensaio devem ser de modo que o factor de resolucdo R da
coluna seja igual ou superior a 1,5:

d'R,—d'R,
W+,

R=2
em que:
R; e R, =tempo de retengdo, expresso em minutos, de dois picos consecutivos;
W, e W, = largura dos picos a meia altura, expressa em milimetros;

d'= velocidade do papel em milimetros/minuto.

6.2.2 - A titulo de exemplo, as seguintes condi¢cdes do ensaio permitem o
resultado procurado:

Coluna 1 1I
Natureza........cccoeeeeveereeerieereececeenee VIOt Aco inoxidavel.
CompPrimento.........cecveeveeeeeeereeneeennens 1,80 Mt 3m
Didmetro........coeeevveeeieeceeccieeereeeeneeens 3 MMeiiiiiiiiiieeieeeeeee e 3 mm.
Enchimento...........cccoeeeeveeeeneeecneecneens 10% carbowax 20 MTPA Gaschrom | 5% OV 17 sobre Chromosorb WAW

Q 80-100 mesh. DMCS 80-100 mesh
Acondicionamento..............cceeeveenne.. Dois a trés dias a 190°C. —
Temperaturas:
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INjector.....cocvveeeeeeieeennenn 200°C ... e 150°C.
Coluna........cccoeeveencccncnnnncne 150°C.cciiiiiiinenccteceeeeee 100°C.
Detector......ovvvveeeeeeeeennenee. 200°C....ciiiiineneeeeeeeeeen 150°C.
Gas de arrastamento..............cceeuenneee. AZOLO.c.eeneee et Argon/metano (95/5,v/v).
DEDIO......eeeeeieiieiieieieeeieieeeeieeea 35 MI/MIN..cciiiiiiiicee e 32 ml/min.

6.3 - Curva de calibragao:

Em cinco baldes aferidos de 100 ml, juntar a 1 ml da solugdo do padrao interno
(4.5) respectivamente 0,20 ml, 0,30 ml, 0,40 ml, 0,50 ml e 0,60 ml da solugdo 4.4 e
completar a 100 ml com etanol (4.3). Injectar 1 pl de cada uma destas solu¢des no
cromatoégrafo, segundo a técnica descrita no n.° 6.2.2, e tragar a curva de calibragdo,
indicando em abcissa a relacdo das massa do clorobutanol e do 2,2,2-tricloroetanol e em
ordenada a relacdo das areas correspondentes.

6.4 - Injectar 1 ul da solucdo obtida no n.° 6.1 e proceder conforme descrito no n.°
6.2.2.

7 - Calculo:

7.1 - Calcular a partir da curva de calibracdo (6.3) a quantidade (a) expressa em
microgramas de clorobutanol da solugao 6.1.

7.2 - O teor em clorobutanol da amostra em percentagem de massa (m/m) ¢
calculado segundo a formula:

2
Percentagem (m/m) de clorobutanol = &06 = %
p-10°  p-10
8 - Repetibilidade (segundo a norma ISO 5725):
Para um teor em clorobutanol de 0,5% (m/m), a diferenga entre os resultados de
dois doseamentos paralelos efectuados na mesma amostra ndo deve ultrapassar 0,01%.
Nota. - Se o resultado for igual ou superior a concentragdo maxima autorizada, é

conveniente verificar a auséncia de interferéncias.
CAPITULO IX
Cloroférmio nas pastas dentifricas - Doseamento

1 - Objectivo e campo de aplicacao:

Este método descreve o doseamento, por cromatografia em fase gasosa, de
cloroformio nas pastas dentifricas.

O limite de quantificacdo do método ¢ de 5% de cloroférmio.

2 - Definigao:
O cloroféormio doseado segundo este método € expresso em percentagem de
massa do produto.

3 - Principio:

Coloca-se a pasta dentifrica em suspensdo numa mistura de dimetilformamida e
de metanol e junta-se uma certa quantidade de acetonitrilo como padrdo interno. Apos
centrifugagdo, examina-se uma parte da fase liquida por cromatografia em fase gasosa e
calcula-se o teor em cloroférmio.

4 - Reagentes:
Todos os reagentes devem ser de qualidade analitica.
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4.1 - Porapak Q, ou Chromosorb 101, ou equivalente (80-100 mesh).

4.2 - Acetonitrilo.

4.3 - Cloroformio.

4.4 - Dimetilformamida.

4.5 - Metanol.

4.6 - Solugdo de padrio interno:

Pipetar 5 ml de dimetilformamida (4.4) num baldo graduado de 50 ml e
acrescentar cerca de 300 mg (M), exactamente pesados, de acetonitrilo. Completar até
ao traco com a dimetilformamida e misturar.

4.7 - Solucdo para determinar o factor de resposta relativo:

Pipetar 5 ml de solugdo de padrdo interno (4.6) num baldo graduado de 10 ml e
acrescentar cerca de 300 mg (M1) de cloroférmio (4.3) exactamente pesados. Completar
até ao traco com dimetilformamida e misturar.

5 - Aparelhagem:

5.1 - Balanga analitica.

5.2 - Cromatografo de fase gasosa, provido de um detector de ionizacdo de chama.

5.3 - Seringa para injeccao de 5 pl ou 10 pl, graduada a um décimo.

5.4 - Pipetas aferidas de 1,4 ml e 5 ml.

5.5 - Baldes aferidos de 10 ml e 50 ml.

5.6 - Tubos de ensaio de cerca de 20 ml com tampa de rosca. O interior da tampa
¢ provido de uma placa em matéria plastica com uma das faces revestida a teflon.

5.7 - Centrifuga.

6 - Modo operatorio:
6.1 - Condigdes da cromatografia em fase gasosa:
6.1.1 - Tipo de coluna:

Vidro espiralado;
Comprimento: 150 cm;
Diametro interno: 4 mm,;
Diametro externo: 6 mm.

6.1.2 - Enchimento: Porapak Q, ou Chromosorb 101, ou equivalente (80-100
mesh) (4.1).

6.1.3 - Detector: ioniza¢do de chama:

Regular a sua sensibilidade de modo que, apds a injec¢do de 3 pul da solugédo 4.7, a
altura do pico do acetonitrilo atinja cerca de trés quartos da totalidade da escala.

6.1.4 - Gas vector: azoto; débito: 65 ml/min.:

Regular o débito dos gases ao nivel do detector de ionizagdo de chama, de modo
que o débito do ar ou do oxigénio seja 5 a 10 vezes o do hidrogénio.

6.1.5 - Temperaturas:

Injector: 210°C;
Detector: 210°C;
Coluna: 175°C.

6.1.6 - Registador:
Velocidade do papel: cerca de 100 cm/h.
6.2 - Preparacdo da amostra:
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Efectuar a tomada de ensaio a partir de um tubo ainda ndo aberto. Eliminar um
ter¢o do conteudo, fechar de novo o tubo, misturar cuidadosamente no tubo e colher
entdo a amostra para analise.

6.3 - Doseamento:

6.3.1 - Pesar, com uma precisdo de 10 mg, 6 g ou 7 g (M,) de pasta dentifrica,
tratada conforme o n.°

6.2, num tubo com tampa roscada (5.6) e juntar algumas pérolas de vidro.

6.3.2 - Com um pipeta deitar 5,0 ml da solugdo de padrdo interno (4.6), 4 ml de
dimetilformamida (4.4) e 1 ml de metanol (4.5) no tubo. Fechar a tampa e
homogeneizar.

6.3.3 - Agitar durante meia hora com um agitador mecanico e centrifugar durante
quinze minutos o tubo fechado, a uma tal velocidade que se obtenha uma separacdo
nitida das fases.

Nota. - Acontece as vezes que a fase liquida ¢ ainda turva apos centrifugagao.
Neste caso acrescentar 1 g a 2 g de cloreto de sddio a fase liquida e centrifugar de novo.

6.3.4 - Injectar 3 pl desta solucdo (6.3.3.) nas condi¢des descritas no n.° 6.1.
Repetir esta operagao.

Nas condicoes referidas, podemos dar como orientacdo os seguintes tempos de
retencao:

Metanol: cerca de um minuto;
Acetonitrilo: cerca de dois minutos € meio;
Cloroformio: cerca de seis minutos;
Dimetiformamida: > quinze minutos.

6.3.5 - Determinagdo do factor de resposta relativo:
Injectar 3 pl de solugdo 4.7 para determinar o factor de resposta relativo. Repetir
esta operacao e determinar diariamente o factor de resposta relativo.

7 - Célculo:

7.1 - Célculo da resposta relativa:

7.1.1 - Medir as alturas e a largura a meia altura dos picos de acetonitrilo e
cloroférmio e calcular a area dos dois picos pela formula: altura x largura a meia altura.

7.1.2 - Determinar a area dos picos do acetonitrilo e do cloroféormio nos
cromatogramas obtidos no n.° 6.3.5 ¢ calcular a resposta relativa (f;) através da formula:

o _AcM, _ A4 -1/10M
S M4 A-M,

na qual:

fs = factor de resposta relativa para o cloroférmio;

Ay = area do pico do cloroformio (6.3.5);

A; = area do pico de acetonitrilo (6.3.5);

M; = quantidade de cloroféormio, em miligramas, por 10 ml da solugdo utilizada
non.®6.3.5

(My);

M; = quantidade de acetonitrilo, em miligramas, por 10 ml da solugdo utilizada
non.° 6.3.5 (=1/10 M).

Calcular a média dos valores encontrados.
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7.2 - Calculo do teor em cloroférmio:

7.2.1 - Calcular da maneira descrita no n.° 7.1.1 a area dos picos de cloroférmio e
acetonitrilo dos cromatogramas obtidos no n.° 6.3.4.

7.2.2 - Calcular o teor em cloroférmio das pastas dentifricas pela formula:

Percentagem X = _AM 100% =
fi-M,_-A

s X i

A-M
f.-A.-M,-100

na qual:

Percentagem X = teor em cloroformio em percentagem de massa da pasta
dentifrica;

Ay = area do pico de cloroférmio (6.3.4);

A; = area do pico de acetonitrilo (6.3.4);

M, = peso, em miligramas, da amostra examinada no n.° 6.3.1 (= 1000 M,);

M; = quantidade de acetonitrilo, em miligramas, para 10 ml da solucao obtida
no n.° 6.3.2(1/10 M).

Calcular a média dos teores obtidos e expressar o resultado com aproximacdo as
décimas.

8 - Repetibilidade (segundo a norma ISO 5725):
Para um teor em cloroférmio de 3% (m/m), a diferenga entre os resultados de dois
doseamentos paralelos efectuados com a mesma amostra ndo deve ultrapassar 0,3%.

CAPITULO X
Compostos de flior nas pastas dentifricas - Doseamento

1 - Objectivo e campo de aplicacdo:
Este método descreve o doseamento do flior total nas pastas dentifricas. E
conveniente para teores que nao excedam 0,25%.

2 - Definigao:
O teor da amostra em fluor determinado segundo este método € expresso em
percentagem de massa (m/m).

3 - Principio:

O fluor do composto fluorado ¢ transformado em trietilfluorsilano (TEFS) por
reaccdo directa com trietilclorosilano (TECS) em meio acido e, simultaneamente,
extraido com a ajuda de xileno contendo ciclo-hexano como padrdo interno. A solucdo
obtida ¢ analisada por cromatografia em fase gasosa.

4 - Reagentes:

Todos os reagentes devem ser de qualidade analitica.

4.1 - Fluoreto de sodio seco a 120°C até massa constante.
4.2 - Agua bidestilada ou de qualidade equivalente.

4.3 - Acido cloridrico concentrado (d;° =1,19)
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4.4 - Ciclo-hexano (CH).

4.5 - Xileno que ndo dé origem a picos interferentes quando cromatografado nas
mesmas condi¢cdes que as da amostra 6.1. Em caso de necessidade, purificar por
destilagdo (5.8).

4.6 - Trietilclorosilano (TECS Merck, ou equivalente).

4.7 - Solugdes padrao de fluoreto.

4.7.1 - Solucao padrao de 0,250 mg de fluoreto/ml:

Pesar exactamente 138,1 mg de fluoreto de sddio (4.1) e dissolvé-los em agua
(4.2). Transferir quantitativamente a solu¢cdo para um baldo aferido de 250 ml (5.5).
Completar o volume com agua (4.2) e misturar.

4.7.2 - Solugao padrao diluida, 0,050 mg de fluoreto/ml. Transferir, com a ajuda
de uma pipeta, 20 ml da solucdo 4.7.1 para um baldo aferido de 100 ml (5.5). Completar
o volume com agua (4.2) e misturar.

4.8 - Solu¢do padrao interno:

Misturar 1 ml de ciclo-hexano (4.4) ¢ 5 ml de xileno (4.5).

4.9 - Solugdo padrao interno de trietilclorosilano:

Transferir, com a ajuda de uma pipeta (5.7), 0,6 ml de TECS (4.6) e 0,12 ml da
solugdo padrao interno (4.8) para um baldo aferido de 10 ml. Completar o volume com
xileno (4.5) e misturar. Solucdo a preparar diariamente.

4.10 - Acido perclérico a 70% (m/v).

4.11 - Acido perclérico a 20% (m/v) em agua (4.2).

5 - Aparelhagem:

5.1 - Material corrente de laboratorio.

5.2 - Cromatografo de fase gasosa munido de um detector de ionizagdo de chama.

5.3 - Homogeneizador Vortex, ou equivalente.

5.4 - Agitador Buhler, tipo SMBI1, ou equivalente.

5.5 - Baldes aferidos de 100 ml a 250 ml, em polipropileno.

5.6 - Tubos de centrifuga de 20 ml de vidro com tampas de rosca recobertas de
teflon Sovirel tipo 611-56, ou equivalente. Limpar os tubos e as tampas da maneira
seguinte: mergulhar durante varias horas em acido perclorico (4.11), lavar cinco vezes
com agua (4.2) e secar a 100°C.

5.7 - Pipetas regulaveis susceptiveis de fornecer volumes de 50 pl a 200 pl, com
extremidade plastica de utilizag@o Unica.

5.8 - Aparelho de destilagdo munido de uma coluna Schneider de trés bolas ou de
uma coluna de Vigreux equivalente.

6 - Técnica:

6.1 - Analise da amostra:

6.1.1 - Escolher um tubo de pasta dentifrica que ainda ndo foi aberto. Abrir o
tubo. Transferir todo o contetdo para um recipiente de plastico, misturar
cuidadosamente e conservar em condigdes que impecam a deterioragao.

6.1.2 - Pesar exactamente cerca de 150 mg (m) de amostra num tubo de centrifuga
(5.6), juntar 5 ml de agua (4.2) e homogeneizar (5.3).

6.1.3 - Juntar 1 ml de xileno (4.5).

6.1.4 - Juntar gota a gota 5 ml de acido cloridrico (4.3) ¢ homogeneizar (5.3).

6.1.5 - Juntar, com a ajuda de uma pipeta, 0,5 ml de solugdo do padrdo interno de
trietilclorosilano (4.9) no tubo de centrifuga (5.6).
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6.1.6 - Fechar o tubo de centrifuga por meio da tampa de rosca ¢ misturar
cuidadosamente durante quarenta e cinco minutos com a ajuda do agitador (5.4)
regulado a 150 vibra¢des/min.

6.1.7 - Centrifugar durante dez minutos a uma velocidade tal que se obtenha uma
separagdo nitida das fases.

Desrolhar o tubo, recolher a fase organica e injectar 3 ul na coluna do
cromatografo de fase gasosa (5.2).

Sdo necessarios cerca de vinte minutos para que todos os componentes estejam
eluidos.

6.1.8 - Repetir a injecgdo, calcular a razdo média da area dos picos ATEFS/ACH e
ler sobre a curva de calibracdo (6.3) a quantidade de fluoreto correspondente em
miligramas (m;).

6.1.9 - Calcular o teor em fluoreto total da amostra em percentagem de massa
(m/m) de fluoreto como indicado no n.° 7.

6.2 - Condigdes cromatograficas:

6.2.1 - Coluna:

Natureza: acido inoxidavel,

Comprimento: 180 cm;

Diametro: 3 mm;

Enchimento: Gaschrom Q 80-100 mesh;

Fase estacionaria: 6leo de silicone DC 200 (ou equivalente): 20%.

Estabilizar a coluna durante uma noite a 100°C, sendo o débito do gas de
arrastamento de 25 ml/min. de azoto. Esta operagdo ¢ repetida todas as noites. Para
todas as quatro ou cinco injec¢des, reestabilizar a coluna por aquecimento durante cerca
de meia hora a 100°C.

Temperatura:

Coluna: 70°C;

Injector: 150°C;

Detector: 250°C;

Gas vector: azoto a 135 ml/min.

6.3 - Curva de calibragdo:

6.3.1 - Introduzir, com uma pipeta, numa série de seis tubos de centrifuga (5.6), 0
ml, I ml, 2 ml, 3 ml, 4 ml ¢ 5 ml da solu¢do padrdo de fluoreto diluido (4.7.2).
Completar o volume de cada tubo até 5 ml com agua (4.2).

6.3.2 - Proceder como indicado nos n.”® 6.1.3 a 6.1.6, inclusive.

6.3.3 - Injectar 3 pl de fase orgénica na coluna do cromatografo em fase gasosa
(5.2).

6.3.4 - Repetir a injeccdo e calcular a razdo média das areas dos picos
ATEFS/ACH.

6.3.5 - Construir uma curva de calibracdo relacionando a massa de fluoreto
(miligramas) nas solu¢des padrao (6.3.1) e a razdo das areas dos picos ATEFS/ACH
medidas no n.° 6.3.4. Tracar a curva de calibracgdo.

7 - Célculo:
A concentragdo de fluor total na amostra ¢ obtida pela formula seguinte, em
percentagem de massa (m/m):
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Percentagem (m/m) de fluoreto = ™ 100
m

em que:

m = tomada da amostra, em miligramas (6.1.2);
m; = quantidade de fliior na curva de calibragdo, em miligramas (6.1.8).

8 - Repetibilidade (segundo a norma ISO 5725):
Para um teor de fluor da ordem de 0,15% (m/m), a diferenga entre os resultados

de dois doseamentos paralelos efectuados sobre a mesma amostra ndo deve ultrapassar
0,012%.

CAPITULO XI
Compostos organomercuriais - Identificacdo e doseamento

Objectivo e campo de aplicagdo:

Este método permite a identificacdo, nos produtos cosméticos para os olhos, dos
derivados organomercuriais utilizados como agentes conservantes.

Aplica-se ao tiomersal (DCI) [2-(etilmercuriotio) benzoato de sddio], bem como
ao fenilmerctrio e seus sais.

A - Identificaciao

1 - Principio:

Os derivados organomercuriais sdo complexados sob a forma de ditizonatos. Apos
extrac¢do dos ditizonatos pelo tetracloreto de carbono, procede-se a uma cromatografia
em camada fina em gele de silica. As manchas de ditizonatos aparecem com cor laranja.

2 - Reagentes:

Todos os reagentes devem ser de qualidade analitica.

2.1 - Acido sulftrico a 25% (v/v).

2.2 - Solucdo de 1,5-difenil-3-tiocarbazona (ditizona): 0,8 mg de ditizona em 100
ml de tetracloreto de carbono (2.4).

2.3 - Azoto.

2.4 - Tetracloreto de carbono.

2.5 - Eluente: hexano ¢ acetona (90:10, em volume).

2.6 - Solugdes padrao a 0,001% em agua de:

2-(etilmercuriotio) benzoato;

Cloreto de etilmercurio ou cloreto de metilmercurio;
Nitrato ou acetato de fenilmercurio;

Cloreto de mercurio (IT) ou acetato de mercurio (II).

2.7 - Placas de silica G prontas para utilizagdo (Merck 5721, ou equivalente).
2.8 - Cloreto de sodio.

3 - Aparelhagem:
3.1 - Material corrente de laboratorio.
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3.2 - Equipamento corrente para cromatografia em camada fina.
3.3 - Filtro separador de fases.

4 - Técnica:

4.1 - Extracg¢ao:

4.1.1 - Num tubo de centrifuga, diluir, por tritura¢do, 1 g de amostra em 20 ml de
agua destilada. Dispersar ao maximo aquecendo a 60°C em banho-maria. Juntar 4 g de
cloreto de sodio (2.8), agitar e deixar arrefecer.

4.1.2 - Centrifugar pelo menos durante vinte minutos, a 4500 rpm, de modo a
separar a maior parte da fase solida. Filtrar para uma ampola de decantagao e juntar 0,25
ml da solugdo de acido sulfurico (2.1).

4.1.3 - Extrair varias vezes 2 ml ou 3 ml de solugdo de ditizona (2.2), até que a
ultima fase organica fique verde.

4.1.4 - Filtrar por filtro separador de fases (3.3) cada fase organica.

4.1.5 - Evaporar a secura sob corrente de azoto (2.3).

4.1.6 - Retomar por 0,5 ml de tetracloreto de carbono (2.4). Aplicar
imediatamente esta solu¢do como indicado non.° 4.2.1.

4.2 - Separagao e identificagdo:

4.2.1 - Aplicar imediatamente sobre a placa de silica G (2.7) 50 pl da solugdo em
tetracloreto de carbono, obtida no n.° 4.1.6.

Tratar simultaneamente, como indicado no n.° 4.1, 10 ml de solucdo padrao (2.6)
e aplicar sobre a mesma placa 50 pl das solugdes obtidas (4.1.6).

4.2.2 - Desenvolver a placa com o eluente (2.5) até uma altura de 15 cm. Os
compostos organomercuriais aparecem sob a forma de manchas coradas, cuja coloragdo
¢ estavel, desde que se cubra a placa imediatamente apos a evaporacdo do eluente.

A titulo indicativo, os Rf obtidos sdo:

Rf Cor

Tiomersal.......ccovvieviiiiiiiiieeeeee e 0,33 Laranja.
Cloreto de etilmerclrio.........cccoevveevevveeevennnnn. 0,29 Laranja.
Cloreto de metilmercirio..........cocevveeevvneeeeenns 0,29 Laranja.
Fenil merclrio € SEuS SaiS.......ccccveevveuveeeeennenen. 0,21 Laranja.
Cloreto de merctrio (II)........ccecvvereeieieneennne. 0,10 Laranja.
Acetato de merctrio (II)........ccecvevveviieneniennene 0,10 Laranja.
1,5-difenil-3-tiocarbazona............c..cceuvenne... 0,09 Rosa.

B - Doseamento

1 - Definigao:
O teor da amostra em composto organomercurial determinado por este método ¢
expresso em percentagem de massa (m/m) de mercurio.

2 - Principio:

O método consiste num doseamento de mercurio total. E, pois, necessério ter
verificado previamente a auséncia de merclirio mineral e identificar o derivado
organomercurial contido na amostra. Apos mineralizagdo a humido, o mercurio
libertado é doseado por absor¢do atdmica sem chama.
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3 - Reagentes:
Todos os reagentes devem ser de qualidade analitica.

3.1 - Acido nitrico concentrado (d;” =1,41)

3.2 - Acido sulfurico concentrado (d;° =1,84)

3.3 - Agua bidestilada.

3.4 - Permanganato de potassio: solucdo a 7% (m/v).

3.5 - Cloreto de hidroxilamonio: solugdo a 1,5% (m/v).
3.6 - Peroxodissulfato de dipotéssio: solucdo a 5% (m/v).
3.7 - Dicloreto de estanho: solucdo a 10% (m/v).

3.8 - Acido cloridrico concentrado (d;° =1,18)

3.9 - L& de vidro impregnada de dicloreto de paladio a 1% (m/m).

4 - Aparelhagem:

4.1 - Material corrente de laboratdrio.

4.2 - Aparelho para doseamento do mercurio por absor¢do atdmica sem chama
(técnica do vapor frio) e respectivo material de vidro. Comprimento minimo da célula
de medida: 10 cm.

5 - Técnica:

Tomar todas as precaugdes para o doseamento de vestigios de merctrio.

5.1 - Mineralizagao.

5.1.1 - Pesar com exactidao cerca de 150 mg (m) de amostra. Juntar 10 ml de
acido nitrico (3.1) e deixar em contacto, durante trés horas, em banho-maria a 55°C num
frasco fechado hermeticamente, agitando regularmente.

Efectuar simultaneamente um ensaio em branco.

5.1.2 - Depois de arrefecer, juntar 10 ml de acido sulfurico (3.2) e voltar a aquecer
durante trinta minutos em banho-maria a 55°C.

5.1.3 - Colocar o baldo num banho de gelo fundente e juntar cuidadosamente 20
ml de agua (3.3).

5.1.4 - Juntar frac¢des de 2 ml de uma solugdo de permanganato de potassio (3.4),
até coloragdo permanente. Colocar durante mais quinze minutos em banho-maria a
55°C.

5.1.5 - Juntar 4 ml de peroxodissulfato de dipotassio (3.6) e continuar o
aquecimento em banho-maria a 55°C durante trinta minutos.

5.1.6 - Arrefecer e transferir o contetido do baldo para baldo aferido de 100 ml.
Lavar com 5 ml de cloreto de hidroxilamoénio (3.5) e com quatro vezes 10 ml de agua
(3.3). O meio deve ser incolor. Completar o volume com agua (3.3).

5.2 - Doseamento:

5.2.1 - Introduzir 10 ml da solugdo de mineralizac¢do (5.1.6) no recipiente de vidro
usado para doseamento do mercurio pelo método do vapor frio (4.2). Diluir com 100 ml
de agua (3.3), juntar 5 ml de 4cido sulfurico (3.2) e 5 ml de dicloreto de estanho (3.7).
Misturar apos cada adi¢do. Esperar trinta segundos. Os ides Hg++ sdo reduzidos a
mercurio metalico. Efectuar a determinacdo. Seja n o nimero observado.

5.2.2 - Colocar 12 de vidro impregnada de dicloreto de paladdio (3.9) entre o
recipiente de reducdo e a célula de medida do instrumento (4.2). Repetir a operagao
5.2.1. Se n ndo for igual a zero, a mineralizacdo esta incompleta e deve recomecar-se a
analise.
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6 - Calculos:
O teor da amostra, expresso em mercurio em percentagem de massa (m/m), ¢é
calculado pela formula:

.. n
Percentagem (m/m) de merctrio = —
m

em que:

n = quantidade de merctirio, em microgramas, lida no aparelho;
m = massa em miligramas, da tomada de ensaio.

7 - Notas:

7.1 - Para melhorar a mineralizagdo, pode ser necessario proceder previamente a
uma dilui¢ao da tomada de ensaio.

7.2 - No caso em que se poderia suspeitar de uma fixacdo do mercurio por
absorc¢do sobre o substracto, serd necessario efectuar um doseamento por adi¢do de um
padrdo.

8 - Repetibilidade (segundo a norma ISO 5725):
Para teores em mercario de 0,007%, a diferenca entre os resultados de dois
doseamentos paralelos efectuados sobre a mesma amostra ndo deve ultrapassar 0,00035.

CAPITULO XII

Corantes de oxidacio nas tintas para cabelos
Identificacdo e doseamento semiquantitativo

1 - Objectivo e campo de aplicacao:
Este método permite a identificagdo e o doseamento semiquantitativo das
substancias seguintes nas tintas para cabelos, sob a forma de cremes e liquidos:

Denominagdo das substancias Simbolos

Diaminobenzenos:

1,2 diaminobenzeno (o-fenilenodiamina).................. (OFD)

1,3 diaminobenzeno (m-fenilenodiaminay................. (MFD)

1,4 diaminobenzeno (p-fenilenodiamina).................. (PFD)
Diaminotoluenos:

3,4 diaminotolueno (o-toluilenodiaminay.................. (OTD)

2,4 diaminotolueno (m-toluilenodiamina)................. (MTD)

2,5 diaminotolueno (p-toluilenodiamina).................. (PTD)
Diaminofendis:

2,4 diaminofenol............ccocvevieriiiiieiiciece e (DAF)
Hidroxiquinona:

1,4 di-hidroXibenzeno...........cceeveeveereeevereecreereenenne (H)
OFNATIOL o (a-N)
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Pirogalhol:

1,2,3 di-hidroxibenzeno...........ccceeevuveevveeecreeecreeeenenns P)
Resorcina:

1,3 di-hidroXibenzeno...........ccccveveeeieieierereienenes R)

2 - Principio:

Os corantes de oxidacdo sdo extraidos das tintas, a pH 10, na forma de creme ou
de liquido, com etanol a 96° e identificados por cromatografia em camada fina
monodimensional (5) e ou bidimensional (6).

A fim de efectuar o doseamento semiquantitativo das substancias, comparam-se
os cromatogramas das amostras, obtidas através de quatro sistemas de desenvolvimento,
com o das solugdes dos produtos de referéncia.

3 - Reagentes:

Todos os reagentes devem ser de qualidade analitica.
3.1 - Etanol absoluto.

3.2 - Acetona.

3.3 - Etanol a 96° (v/v).

3.4 - Amoénia a 25% (d;° = 0,91)

3.5 - L (+) acido ascoérbico.

3.6 - Cloroformio.

3.7 - Ciclo-hexano.

3.8 - Azoto técnico.

3.9 - Tolueno.

3.10 - Benzeno.

3.11 - 1-butanol.

3.12 - 2-butanol.

3.13 - Acido hipofosforoso a 50%.

3.14 - Reagente diazoico: poder-se-4 utilizar:

Um sal de 4-nitro-1-benzenodiazénio estabilizado pelo ido clorobenzeno-
sulfonato, por exemplo (vermelho 2 JN de Francolor, ou equivalente); ou
Um sal de 2-cloro-4-nitro-1-benzenodiazénio estabilizado pelo ido
naftalenbenzoato, por exemplo (NNCD Reagent - Ref. n.° 74150 da Fluka,

ou equivalente).

3.15 - Nitrato de prata.

3.16 - P-dimetilaminobenzaldeido.

3.17 - 2,5-dimetilfenol.

3.18 - Cloreto férrico . 6H,0.

3.19 - Acido cloridrico a 10% (m/v).

3.20 - Substancias de referéncia:

As substancias de referéncia s@o as indicadas no titulo 1, «Objectivo e campo de
aplicagao».

No caso de compostos aminados, a substincia de referéncia deve ser constituida
exclusivamente pelo cloridrato (mono ou di) ou pela propria base.

3.21 - Solugdes de referéncia a 0,5% (m/v):
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Preparar uma solugdo a 0,5% (m/v) de cada uma das substancias de referéncia
(3.20).

Pesar 50 mg + 1 mg de substancia de referéncia num baldo aferido de 10 ml.

Juntar 5 ml de etanol a 96° (3.3).

Juntar 250 mg de 4cido ascorbico (3.5).

Alcalinizar com a solu¢do amoniacal (3.4) até pH 10 aparente.

Completar a 10 ml com etanol a 96° e misturar.

Notas. - As solugdes podem ser conservadas durante uma semana, num local
fresco, ao abrigo da luz.

Em certos casos, quando da adicdo do acido ascorbico e da amodnia, pode
produzir-se um precipitado.

Convém entdo deixar depositar antes de efectuar a tomada de ensaio.

3.22 - Eluentes:

3.22.1 - Acetona, cloroformio e tolueno (35:25:40, em volume).

3.22.2 - Cloroférmio, ciclo-hexano, etanol absoluto ¢ amoénia a 25% (80:10:10:1,
em volume).

3.22.3 - Benzeno, butanol secundario e agua (50:25:25, em volume). Agitar bem a
mistura e tomar a fase superior ap6s decantacdo a temperatura do laboratério (entre
20°C e 25°C).

3.22.4 - 1-butanol, cloroférmio e reagente M (7:70:23, em volume). Deixar
decantar cuidadosamente a 20°C-25°C e tomar a fase inferior.

Preparagdo do reagente M:

NH4OH a 25% (v/v) (3.4): 24 volumes;

Acido hipofosforoso a 50% (3.13): 1 volume;
H,0: 75 volumes.

Nota. - Os eluentes que contém amoniaco devem ser bem agitados imediatamente
antes da utilizacédo.

3.23 - Reveladores:

3.23.1 - Reagente diazoico:

Preparar uma solugdo aquosa a 5% (m/v) do reagente (3.14) escolhido. Esta
solugdo deve ser preparada no momento da utilizacao.

3.23.2 - Reagente de Ehrlich:

Dissolver 2 g de p-dimetilaminobenzaldeido (3.16) em 100 ml de acido cloridrico
aquoso a 10% (m/v) (3.19).

3.23.3 - 2,5-dimetilfenol-cloreto férrico . 6H,O:

Solugdo 1: dissolver 1 g de dimetilfenol (3.17) em 100 ml de etanol a 96° (3.3).

Solugdo 2: dissolver 4 g de cloreto férrico . 6H,O (3.18) em 100 ml de etanol a
96° (3.3).

Aquando da revelagdo pulveriza-se, separadamente, em primeiro lugar a solugéo 1
e depois a solugdo 2.

3.23.4 - Nitrato de prata amoniacal:

A uma solucdo aquosa a 5% (m/v) de nitrato de prata (3.15) juntar amonia a 25%
(3.4) até a dissolugdo do precipitado.

Este reagente devera ser preparado no momento da sua utilizacdo. Nao conservar.
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4 - Aparelhagem:

4.1 - Equipamento de laboratorio para cromatografia em camada fina.

4.1.1 - Recipiente de plastico ou de vidro permitindo manter a placa de
cromatografia em atmosfera de azoto durante a aplicacdo e até ao desenvolvimento.
Esta precaugdo é necessaria, em virtude da grande oxidabilidade de certos corantes.

4.1.2 - Seringa de 10 pl, graduada de 0,2 pl em 0,2 pl, com uma agulha de secgao
recta ou, melhor, um repeating dispenser de 50 pl, montado num sistema que permita
manter a placa em atmosfera de azoto.

4.1.3 - Placas de silica pré-preparadas, com a espessura de 0,25 mm e as
dimensdes de 20 cm x 20 cm (Macherey e Nagel Silice G-HR, ou equivalente).

4.2 - Centrifuga permitindo 4000 rpm.

4.3 - Tubos de centrifuga de 10 ml, com rolha de enroscar.

5 - Técnica:

5.1 - Tratamento das amostras:

Ao abrir o tubo, eliminar os primeiros 2 cm ou 3 cm de creme.

Num tubo de centrifuga (4.3), previamente purgado com azoto, introduzir:

300 mg de acido ascorbico;
3 g de creme ou 3 g de liquido homogeneizado.

Juntar algumas gotas de amonia (3.4), se o pH for inferior a 10, e completar a 10
ml com etanol a 96° (3.3)

Homogeneizar em atmosfera de azoto, tapar e centrifugar a 4000 rpm durante dez
minutos. Utilizar a solu¢do sobrenadante.

5.2 - Cromatografia:

5.2.1 - Aplicagdo:

Aplicar em atmosfera de azoto, sobre uma placa de silica (4.1.3) e em 9 pontos
separados, 1 pl de cada uma das 11 solugdes de referéncia. Estas solugdes de referéncias
sdo referenciadas da seguinte forma:

1 2 3 4 5 6 7 8 9
R P H PFD DAF PTD OFD OTD MFD
MTD AN

Por outro lado, colocar sobre cada um dos 10.° ¢ 11.° pontos 2 ml das solugdes das
amostras obtidas no n.° 5.1.

Conservar a placa em atmosfera de azoto até ao momento em que a mesma for
cromatografada.

5.2.2 - Desenvolvimento:

Introduzir a placa numa tina previamente purgada com azoto, saturada com um
dos quatro eluentes adequados (3.22), e deixar desenvolver a temperatura ambiente
(20°C a 25°C) e na obscuridade no percurso de 15 cm.

Tirar a placa e seca-la em atmosfera de azoto a temperatura ambiente.

5.2.3 - Revelagdo:

Pulverizar imediatamente a placa com um dos quatro reveladores referidos no n.°
3.23.

5.2.4 - Identificagao:

Comparam-se os Rf e as coloracdes obtidas para a amostra com as das substincias
de referéncia aplicadas. O quadro I d4, a titulo informativo, os valores de Rf e as
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coloragdes obtidas para cada substancia de referéncia, em funcdo do eluente e dos
reveladores.

Em caso de identificacdo duvidosa, pode obter-se, por vezes, uma confirmagdo,

juntando a amostra a substancia de referéncia correspondente.

5.2.5 - Doseamento semiquantitativo:
Comparar visualmente a intensidade das manchas correspondentes a cada

substancia identificada no n.° 5.2.4 com uma gama padrdo de concentragdes conhecidas
e adequadas, obtidas a partir da substancia de referéncia correspondente.

Quando a concentragdo do componente da amostra ¢ demasiado alta, diluir a

solugdo a aplicar e efectuar um novo doseamento.

QUADRO I

Valores de Rf e coloracoes obtidas imediatamente ap6s a revelacio

Eluentes Reveladores
Produto de Rf Coloragoes Reagenie de
referéncia Reagente . P Reagente de
(320) (3221 [3.222 [3223 [3224 |  diazdico Reagense de Bhlich gimetiffenol nitrato de prata
(3.23.1) (3.232) eloreto ferrico (3.234)
(3.23.3)
OFD 0,62 10,60 [0,30 |0,57 |[Castanho-claro — — Castanho-claro
MFD 0,40 |0,60 [047 |0,48 |Castanho-violacio (*¥) | Amarelo Castanho-claro Castanho-claro
PFD 0,20 |0,50 [0,30 |0,46 |Castanho Vermelho-vivo Violeta Cinzento
OTD 0,60 |0,60 [0,53 |0,60 |[Castanho (*) Laranja-claro Castanho-claro Castanho-acizentado
MTD [0,40 |0,67 |045 |0,60 [Castanho-avermelhado | Amarelo Castanho Negro
()
PTD 0,33 0,65 |0,37 |0,70 | Castanho Alanrajado Violeta (*) Cinzento
DAF 0,07 — |0 0,05 | Castanho (*) Alanrajado Violeta Castanho
H 0,50 0,35 {0,80 |0,20 — Alanrajado Violeta Negro (*)
o-N 0,90 (0,80 |0,90 |[0,75 | Castanho-alaranjado — Violeta (*) Negro
P 0,37 — 10,67 [0,05 | Castanho Violeta-muito-claro Castanho-muito-claro | Castanho (*)
R 0,50 (0,37 10,80 |0,17 | Alanrajado(*) Violeta-claro Castanho-muito-claro | Castanho-claro
(*) Indica a melhor revelagdo
Nota — Se o OFD ¢ fracamente revelado, deve utilizar-se o eluente 3.22.3 para o
separar nitidamente do OTD
6 - Exame por cromatografia em camada fina bidimensional:
A cromatografia em camada fina bidimensional descrita necessita dos seguintes
reagentes:

6.1 - Substancias e solugdes da referéncia:

6.1.1 - B-naftol (B-N).

6.1.2 - 2-aminofenol (OAF).

6.1.3 - 3-aminofenol (MAF).

6.1.4 - 4-aminofenol (PAF).

6.1.5 - 2-nitro-p-fenilenodiamina (2-NPFD).

6.1.6 - 4-nitro-o-fenilenodiamina (4-NOFD):

Preparar uma solugédo a 0,5% (m/v) de cada uma das substancias de referéncias

suplementares como se indica no n.° 3.2.1.

6.2 - Eluente:

6.2.1 - Acetato de etilo, ciclo-hexano e amonia a 25% (65:35:0,5, em volume).

6.3 - Revelador:

Colocar um recipiente de vidro numa tina de desenvolvimento para cromatografia

em camada fina com 2 g de iodo cristalizado e fechar a tina.
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6.4 - Cromatografar:

6.4.1 - Tragar, como se indica na figura 1, duas linhas sobre a camada absorvente
de uma placa de cromatografia em camada fina (4.1.3).

6.4.2 - Depositar, sob corrente de azoto, no ponto de partida 1 (figura 1), 1 pl a 4
ul do extracto 5.1. A quantidade depende da intensidade das manchas obtidas no
cromatograma (5.2).

6.4.3 - Depositar, entre os pontos 2 e 3 (figura 1), os corantes de oxidagao
identificados (ou supostamente identificados) no n.° 5.2. Distancia entre os pontos: 1,5
cm. Depositar 2 pl de cada uma das solucdes de referéncia, a excepcdo do DAF, de que
¢€ necessario depositar 6 pl. A operagdo ¢ executada em atmosfera de azoto.

6.4.4 - Recomegar a operacao descrita no n.° 6.4.3 para os pontos de partida 4 e 5
(figura 1) e conservar a placa em atmosfera de azoto até a cromatografia.

6.4.5 - Purgar uma tina de cromatografia com azoto e introduzir uma quantidade
adequada de eluente (3.22.2). Colocar a placa (6.4.4) na tina e cromatografar na
primeira direc¢do de elui¢do (figura 1) na obscuridade.

Cromatografar no percurso de, pelo menos, 13 cm.

6.4.6 - Retirar a placa da tina e coloca-la na tina purgada com azoto (4.1), para
evaporar os restos de eluente (durante, pelo menos, sessenta minutos).

6.4.7 - Introduzir, com uma proveta graduada, uma quantidade adequada de
eluente (6.2.1) numa tina purgada com azoto, colocando a placa rodada de 90°
relativamente a primeira direccdo de eluicdo (6.4.6) na tina e cromatografar nesta
segunda direccdo na obscuridade até que a frente do solvente tenha atingido a linha
tracada previamente sobre a camada absorvente. Tirar a placa da tina e evaporar o
eluente ao ar.

6.4.8 - Expor a placa durante dez minutos, na tina de cromatografia, aos vapores
de iodo (6.3) e interpretar o cromatograma bidimensional com a ajuda das substancias
de referéncia cromatografadas ao mesmo tempo (quadro II).

Nota. - Para obter uma coloracdo maxima das manchas, deixar o cromatograma ao
ar durante meia hora apds a revelacao.

6.4.9 - A presenca dos corantes de oxidacdo encontrados no n.° 6.4.8 pode ser
confirmada de modo indubitavel, recomecando as operagdes descritas nos n.os 6.4.1 a
6.4.8, inclusive, admitindo a adi¢do no ponto de partida 1, além da quantidade de
extracto indicado no n.° 6.4.2, de 1 pl das substancias de referéncia identificadas no n.°
6.4.8.

Se ndo for encontrada qualquer outra mancha, confirma-se a interpretacdo do
primeiro cromatograma.

QUADRO 11

Cor das substéincias de referéncia apés cromatografia e revelaciao pelos
vapores de iodo

Cor ap0s revelagido

Substancias de referéncia ;
pelos vapores de iodo

R Bege.
P Castanho.

QN e Violeta.

BN oo Castanho-claro.
Huoooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e Violeta-acastanhado.
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MPED....ooiiieeeeeeeeee e Amarelo-acastanhado.
PED .o Violeta-acastanhado.
A 3 D T Castanho-escuro.

S 1 2R Amarelo-acastanhado.
DAF ... Castanho-escuro.
OAF e Laranja.

MAF ...t Amarelo-acastanhado.
PAF ...t Violeta-acastanhado.
2-NPFED....oooiiiiiieeeece e Castanho.
4-NOFD...cciiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeseee e Laranja.
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Fig. 1
CAPITULO XIII

Diclorometano e 1,1,1-tricloroetano - Doseamento

1 - Objectivo e campo de aplicacao:
Este método descreve o doseamento do diclorometano (cloreto de metileno) ¢ do
1,1,1-tricloroetano (metilcloroformio). Aplica-se aos produtos cosméticos susceptiveis

de conter estes produtos.

2 - Definigdo:
O teor da amostra em diclorometano e em 1,1,1-tricloroetano determinado
segundo este método é expresso em percentagem de massa (m/m).

3 - Principio:
O doseamento efectua-se por cromatografia em fase gasosa, utilizando o
triclorometano (cloroférmio) como padrao interno.

4 - Reagentes:
Todos os reagentes devem ser de qualidade analitica.
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4.1 - Triclorometano (CH Clj).

4.2 - Tetracloreto de carbono (CCly).
4.3 - Diclorometano (CH; Cl,).

4.4 - 1,1,1-tricloroetano (CH; Cl,).
4.5 - Acetona.

4.6 - Azoto.

5 - Aparelhagem:

5.1 - Material corrente de laboratorio e de cromatografia em fase gasosa.

5.2 - Cromatografo munido de um detector catarométrico.

5.3 - Dispositivo de recolha de 50 mI-100 ml (v. em «Tratamento das amostras
para laboratério», n.° 5.3).

5.4 - Seringa para gases, sob pressdo (v. em «Tratamento das amostras para
laboratdrioy, n.° 5.4.22).

6 - Técnica:

6.1 - Amostra ndo pressurizada: pesar exactamente a amostra num matrds com
rolha. Introduzir uma quantidade, pesada com exactiddo, de CH Cl; (4.1) equivalente a
quantidade pressuposta de CH, CI, e CH3 CCl; contida na amostra e homogeneizar.

6.2 - Amostra pressurizada: utilizar o método para a tomada de ensaio descrito no
capitulo « Amostragemy.

Todavia, ter o maior cuidado com a precis@o das indicagdes seguintes.

6.2.1 - Introduzir no dispositivo de recolha (5.3) uma quantidade de padrdo
interno (4.1) equivalente a quantidade pressuposta de CH, Cl, e ou CH3 CCl; contida na
amostra.

Homogeneizar. Lavar o «volume morto» da valvula do dispositivo de recolha
(5.3) com 0,5 ml de CCly (4.2), que se deixa evaporar. Determinar a massa do padrdo
interno por pesagem diferencial do dispositivo de recolha (5.3).

6.2.2 - A ponta em teflon da seringa, apos enchimento com a amostra, deve ser
submetida a uma corrente de azoto (4.6), de tal modo que antes da injeccdo no
cromatografo ndo subsista qualquer residuo da amostra.

6.2.3 - Apo6s cada aplicagdo, a ponta da valvula ou eventual peca de transferéncia
utilizada deve ser lavada varias vezes com acetona (4.5) (com uma seringa hipodérmica)
e em seguida bem seca com azoto (4.6).

6.2.4 - Para cada analise, proceder as determinacdes utilizando dois dispositivos
de recolha (5.3) diferentes, efectuando cinco medidas por dispositivo.

7 - Condicdes cromatograficas:
7.1 - Pré-coluna:

Tubo inoxidavel;

Comprimento: 30 cm;

Diametro: 3 mm ou 6 mm;

Enchimento: Chromosorb com as mesmas caracteristicas que o da coluna.

7.2 - Coluna:
A fase estacionaria é constituida por Halicomid M 18 em Chromosorb. Deve
permitir um grau de resolugdo (R) igual a 1,5, pelo menos:
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em que:

r; € r2 = tempo de retengdo, expresso em minutos;

W; e W, = largura dos picos a meia altura, em milimetros;

d' = velocidade do papel em milimetros/minuto.

7.3 - A titulo de exemplo, indicam-se as seguintes condi¢des operatorias:

Fase estacionaria

Coluna 1 11
Natureza.......c..coeveevvveevreeeeneenne. Tubo inoxidavel Tubo inoxidavel.
Comprimento 350 cm 400 cm.

Diametro 3 mm 6 mm
Enchimento:
Chromosorb WAW WAW-DMCS-HP.
Granulometria 100-120 mesh 60-80 mesh.

Hallcomid M 18 a 10%

Temperaturas:
Coluna 65°C 75°C.
Injector 150°C 125°C.
Detector 150°C 200°C.
Gas de arrastamento (hélio):
Débito 45 ml/min 60 ml/min.
Pressao de entrada 25b 2,0b.
Injecgdo 15 ul 15ul

Hallcomid M 18 a 20%.

8 - Determinagdo dos coeficientes de proporcionalidade:
Preparar num matrds a mistura seguinte, pesada com exactidao:

CH; ClI; (4.3): 30% (m/m) de diclorometano;
CH; CCl; (4.4): 35% (m/m) de tricloroetano;
CH Cl; (4.1): 35% (m/m) de triclorometano.

Serve para estabelecer os coeficientes de proporcionalidade.

9 - Calculos:

9.1 - Calculo de um coeficiente de porporcionalidade de uma substancia p em
relagdo a uma substancia a escolhida como padrao interno.
Considerando a substancia p:

k, = o seu coeficiente de proporcionalidade;
m, = a sua massa na mistura;

A, = a area do seu pico.

Considerando a substancia a:
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k, = o seu coeficiente de proporcionalidade, considerado igual a 1;
m, = a sua massa na mistura;
A, = a area do seu pico.

A titulo de exemplo, foram obtidos os coeficientes de proporcionalidade seguintes
(para CH Cl5: k= 1):

CHz Clzi k1 = 0,78 + 0,03
CH; CCls: k;, = 1,00 + 0,03

9.2 - Calculo das percentagens de CH, Cl, ¢ CH3 CCl; presentes na amostra a
analisar, em que:

k; = o coeficiente de proporcionalidade de CH; Cly;
k> = o coeficiente de proporcionalidade de CH3 CCls;
m, = a massa de CH Cls;

m. = a massa da amostra a analisar;

A, = a area do pico de CH Cls;

A; = aarea do pico de CH; Cly;

A= aarea do pico de CH; CCls.

Teremos:
. A -K -1
Percentagem de diclorometano = m,4, ~ K, -100
A, -m,
. A, —K,-100
Percentagem de diclorometano = My 2A 2
a ' me

10 - Repetibilidade (segundo a norma ISO 5725):

Para um teor em compostos clorados de 25% (m/m), a diferenca entre os
resultados de duas determinacdes paralelas efectuadas sobre a mesma amostra ndo deve
ultrapassar 2,5%.

CAPITULO XIV
Formaldeido livre - Identificaciao e doseamento

1 - Objectivo e campo de aplicacdo:

O método compreende uma identificagdo e dois doseamentos, consoante estejam
ou ndo presentes libertadores de formaldeido. E aplicavel a todos os produtos
cosméticos.

1.1 - Identificagao:

1.2 - Doseamento global por colorimetria com acetilacetona:
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Este método aplica-se quando o formaldeido ¢ utilizado isolado ou com outros
conservantes ndo libertadores de formaldeido.

Em caso contrario, e se o resultado ultrapassar a concentracdo maxima autorizada
no produto acabado, utiliza-se o método de confirmagdo seguinte.

1.3 - Doseamento em presenga de libertadores de formaldeido:

No método precedente, durante a derivagdo os libertadores de formaldeido sao
clivados e conduzem a resultados demasiado elevados (formaldeido livre ¢ combinado).

E imperioso separar o formaldeido livre por cromatografia liquida.

2 - Definigao:
O teor da amostra em formaldeido livre determinado por este método € expresso
em percentagem de massa (m/m) de formaldeido.

3 - Identificagdo:

3.1 - Principio:

O formaldeido livre e combinado, em meio sulfurico, confere uma coloracdo rosa
ou malva em presenca do reagente de Schiff.

3.2 - Reagentes:

Todos os reagentes devem ser de qualidade analitica e a 4gua desmineralizada.

3.2.1 - Fucsina.

3.2.2 - Sulfito de s6dio hepta-hidratado.

3.2.3 - Acido cloridrico concentrado (d 20=1,19)

3.2.4 - Acido sulfarico 1 M, aproximadamente.

3.2.5 - Reagente de Schiff:

Num copo, pesar 100 mg de fucsina (3.2.1) e dissolver em 75 ml de dgua a 80°C.

Apos arrefecimento, acrescentar 2,5 g de sulfito de sodio (3.2.2) e 1,5 ml de acido
cloridrico (3.2.3).

Completar até 100 ml.

Duragdo de conservagdo: duas semanas.

3.3 - Técnica:

3.3.1 - Num copo de 10 ml introduzir cerca de 2 g de amostra.

3.3.2 - Juntar duas gotas de H,SO4 (3.2.4) e 2 ml de reagente de Schiff (3.2.5).

Este reagente deve estar rigorosamente incolor no momento da utilizagdo. Agitar e
deixar em contacto cinco minutos.

3.3.3 - Se em cinco minutos se observar uma coloragdo rosa ou malva, a
quantidade de formaldeido presente ¢ superior a 0,01%. Efectuar entdo o doseamento do
formaldeido livre e combinado segundo o n.° 4 e, se necessario, o n.° 5.

4 - Doseamento global por colorimetria com acetilacetona:

4.1 - Principio:

O formaldeido reage com acetilacetona em presenga do acetato de amonio para
formar a 3-5-diacetil-1-4-di-hidrolutidina. Esta é extraida com 1-butanol. A absorvéncia
do extracto ¢ determinada a 410 nm.

4.2 - Reagentes:

Todos os reagentes devem ser de qualidade analitica e a 4gua desmineralizada.

4.2.1 - Acetato de amonio anidro.

4.2.2 - Acido acético concentrado (d;° =1,05).

4.2.3 - Acetilacetona recentemente destilada a pressao reduzida (25 mm Hg 25°C)
e que ndo deve apresentar qualquer absorc¢do a 410 nm.
4.2.4 - 1-butanol.

INFARMED - Gabinete Juridico e Contencioso



Legislacdao Farmacéutica Compilada Portaria n.° 503/94, de 6 de Julho

4.2.5 - Acido cloridrico 1 M.

4.2.6 - Acido cloridrico 0,1 M, aproximadamente.

4.2.7 - Hidréxido de sodio 1 M.

4.2.8 - Cozimento de amido recentemente preparado de acordo com a
Farmacopeia Portuguesa, 5.2 ed., 1986, parte I (1 g/50 ml de agua).

4.2.9 - Formaldeido a 37%-40%.

4.2.10 - Solucao titulada de iodo 0,05 M.

4.2.11 - Solugao titulada de tiossulfato de sodio 0,1 M.

4.2.12 - Reagente de acetilacetona:

Num baldo aferido de 1000 ml dissolver:

150 g de acetato de amonio (4.2.1);
2 ml de acetilacetona (4.2.3);
3 ml de acido acético (4.2.2).

Completar até 1000 ml com agua (pH da solucdo: 6,4 aproximadamente).

Este reagente deve ser preparado na altura.

4.2.13 - Reagente (4.2.12) sem acetilacetona.

4.2.14 - Formaldeido padrdo: solucdo mae:

Num baldo aferido de 1000 ml introduzir 5 g de formaldeido (4.2.9) e completar
com agua até 1000 ml.

Determinacao do titulo da solugdo mae:

Tomar 10,00 ml, adicionar 25,00 ml de solugdo titulada de iodo (4.2.10) ¢ 10 ml
de solucdo de hidroxido de sodio (4.2.7). Deixar repousar durante cinco minutos.
Acidificar com 11 ml de HCI (4.2.5) e dosear o iodo em excesso com uma solugdo
titulada de tiossulfato de sodio (4.2.11), em presenga de cozimento de amido como
indicador.

1 ml desta solucdo de iodo (4.2.10) consumida corresponde a 1,5 mg de
formaldeido.

4.2.15 - Formaldeido padrao - solugdo diluida:

Efectuar sucessivamente uma dilui¢do 1/20 e depois uma diluigdo 1/100 da
solugdo mae em agua.

1 ml desta solugdo mae contém cerca de 1 pug de formaldeido. Calcular o seu teor
exacto.

4.3 - Aparelhos e utensilios:

4.3.1 - Material corrente de laboratorio:

4.3.2 - Filtro separador de fase, ref. Whatman 1 PS (ou equivalente).

4.3.3 - Centrifugadora.

4.3.4 - Banho-maria regulado a 60°C.

4.3.5 - Espectrofotometro.

4.3.6 - Tinas de vidro de 1 cm de percurso optico.

4.4 - Técnica:

4.4.1 - Solugdo amostra:

Pesar com a precisdao de 0,001 g uma quantidade de amostra correspondente a
cerca de 150 pg de formaldeido. Transferir para um baldo aferido de 100 ml. Completar
até 100 ml com agua e misturar (solugdo S).

Verificar se o pH ¢ proximo de 6; caso contrario, efectuar a dilui¢do na solugdo de
acido cloridrico (4.2.6).

Num baldo de Erlenmeyer de 50 ml juntar:
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10,0 ml de solugdo S;
5,0 ml de reagente de acetilacetona (4.2.12) e agua, até um volume de 30 ml.

4.4.2 - Solucédo testemunha:

A interferéncia eventual de uma coloracdo de fundo na amostra de ensaio €
eliminada da seguinte forma:

Num baldo de Erlenmeyer de 50 ml juntar:

10,0 ml da solugao S;
5,0 ml de reagente (4.2.13) e agua, até um volume de 30 ml.

4.4.3 - Ensaio a branco:

Num baldo de Erlenmeyer de 50 ml juntar 5,0 ml de reagente de acetilacetona
(4.2.12) e agua, até um volume de 30 ml.

4.4.4 - Doseamento:

4.4.4.1 - Agitar as misturas preparadas nos n.os 4.4.1, 4.4.2 ¢ 4.4.3. Mergulhar os
baldes em banho-maria a 60°C durante exactamente dez minutos. Arrefecer durante dois
minutos num banho de agua gelada.

4.4.42 - Transferir para uma ampola de decantacdo de 50 ml contendo
exactamente 10 ml de 1-butanol (4.2.4). Lavar com 3 ml a 5 ml de agua. Agitar
fortemente a mistura durante trinta segundos exactos. Deixar decantar.

4.4.4.3 - Filtrar a fase butanolica por filtro separador de fase (4.3.2) para tinas do
espectrofotometro.

Pode também recorrer-se a uma centrifugacao (300 rpm durante cinco minutos).

4.4.4.4 - Determinar a absorvéncia A(indice 1) a 410 nm do extracto da solugdo
amostra obtida no n.° 4.4.1 em relag@o ao extracto da solugdo testemunha (4.4.2).

4.4.4.5 - Da mesma forma, determinar a absorvéncia A(indice 2) do extracto do
ensaio em branco obtido no n.° 4.4.3 em relacdo a 1-butanol.

N. B. - Todas estas operagdes devem ser executadas num periodo de vinte e cinco
minutos a partir do momento em que o baldo ¢ colocado em banho-maria a 60°C.

4.4.5 - Curva de calibragao:

4.4.5.1 - Num baldo de Erlenmeyer de 50 ml juntar:

5,0 ml de solu¢do padréo diluida (4.2.15);
5,0 ml de reagente de acetilacetona (4.2.12) e agua, até um volume final de 30
ml.

4.4.5.2 - Continuar segundo as indicagdes (4.4.4) e determinar a absorvéncia em
relag@o ao 1-butanol (4.2.4).

4.4.5.3 - Repetir o processo com 10 ml, 15 ml, 20 ml e 25 ml de solugdo padrio
diluida (4.2.15).

4.4.5.4 - Para obter o valor do ponto 0 (correspondente a coloracdo dos reagentes),
proceder como no n.° 4.4.4.5.

4.4.5.5 - Construir a curva de calibragdo apds subtrac¢cdo do valor do ponto 0 de
cada uma das absorvéncias obtidas nos n.* 4.4.5.1 ¢ 4.4.5.3.

A lei de Beer aplica-se até 30 pg de formaldeido.

4.5 - Calculos:

4.5.1 - Subtrair A, de A, e ler sobre a curva de calibracdo (4.4.5.5) a quantidade
C, expressa em microgramas, de formaldeido contido na solugdo 4.4.1.
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4.5.2 - O teor em formaldeido da amostra em percentagem de massa (m/m) é
calculado segundo a formula:

Formaldeido =

10°-m

m = massa, em gramas, da tomada de ensaio

4.6 - Repetibilidade (segundo a norma ISO 5725):

Para um teor em formaldeido de 0,2%, a diferenca entre os resultados de dois
doseamentos paralelos efectuados na mesma amostra ndo dever ultrapassar 0,005% para
o doseamento colorimétrico com acetilacetona.

Se o doseamento do formaldeido conduzir a resultados superiores aos previstos na
Portaria n.° 613/87, de 16 de Julho, a saber:

a) Compreendidos entre 0,05% e 0,2%, quando ndo indicado no rétulo;
b) Superiores a 0,2%, quando indicado ou nio no rétulo;

¢ obrigatorio proceder segundo o método descrito n.° 5.

5 - Doseamento em presenca de libertadores de formaldeido:

5.1 - Principio:

O formaldeido separado ¢ transformado em derivado lutidinico amarelo por
reac¢do com a acetilacetona num reactor pos-coluna. O derivado formado é doseado por
espectrofotometria a 420 nm.

5.2 - Reagentes:

Todos os reagentes devem ser de qualidade analitica e a 4gua desmineralizada.

5.2.1 - Agua de qualidade HPLC.

5.2.2 - Acetato de amonio anidro.

5.2.3 - Acido acético (d;° =1,05).

5.2.4 - Acetilacetona (conservada a 4°C).

5.2.5 - Fosfato dissodico anidro.

5.2.6 - Acido ortofosférico a 85% (d.° =1,7)

5.2.7 - Metanol.

5.2.8 - Diclorometano.

5.2.9 - Formaldeido a 37%-40%.

5.2.10 - Hidroxido de sédio 1 M.

5.2.11 - Acido cloridrico 1 M.

5.2.12 - Acido cloridrico 0,002 M.

5.2.13 - Cozimento de amido recentemente preparado de acordo com a
Farmacopeia Portuguesa.

5.2.14 - Solugao titulada de iodo 0,05 M.

5.2.15 - Solugao titulada de tiossulfato de sddio 0,1 M.

5.2.16 - Fase movel:

Solugdo aquosa de fosfato dissodico (5.2.5) 0,006 M ajustado a um pH 2,1 com
acido ortofosforico (5.2.6).

5.2.17 - Reagente pos-coluna:

Dissolver num baldo aferido de 1000 ml:

62,5 g de acetato de amonio (5.2.2);
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7,5 ml de acido acético (5.2.3);
5 ml de acetilacetona (5.2.4).

Completar at¢ 1000 ml com agua (5.2.1). Manter o reagente ao abrigo da luz.
Conservagdo: maximo de trés dias a 25°C. Ndo deve verificar-se alteragdo da cor.

5.2.18 - Formaldeido padréo - solu¢do mae:

Num baldo aferido de 1000 ml introduzir 10 g de formaldeido (5.2.9) e completar
com agua até 1000 ml.

Determinacao do titulo da solugdo mae:

Tomar 5,0 ml, adicionar 25,0 ml da solucao titulada de iodo (5.2.14) e 10 ml de
solugdo de hidroxido de soédio (5.2.10). Deixar repousar durante cinco minutos.
Acidificar com 11,0 ml de HCI (5.2.11) e dosear o iodo em excesso com uma solugéo
titulada de tiossulfato de sédio (5.2.15), em presenca de cozimento de amido (5.2.13)
como indicador.

1 ml de solugdo de iodo (5.2.14) consumida corresponde a 1,5 mg de formaldeido.

5.2.19 - Formaldeido padréo - solugdo diluida:

Efectuar uma diluicdo a ¥, da solu¢do-mae na fase movel (5.2.16).

1 ml desta solugdo contém cerca de 37 pg de formaldeido; calcular o seu teor
exacto.

5.3 - Aparelhos:

5.3.1 - Material corrente de laboratdrio.

5.3.2 - Uma bomba HPLC sem pulsagdes.

5.3.3 - Uma bomba de baixa pressdo sem pulsa¢des para o reagente (ou uma
segunda bomba HPLC com as mesmas caracteristicas da primeira).

5.3.4 - Uma vélvula de injeccdo munida de uma ansa de 10 pl.

5.3.5 - Reactor pos-coluna com os seguintes elementos:

Um bal3o de trés tubuladuras de 1 1;

Um aquecedor de baldes de 1 1;

Duas colunas Vigreux com um minimo de 10 patamares (refrigerante a ar);

Um tubo inox (para permuta térmica) - & ext.: 1,6 mm; & int.: 0,23 mm;
comprimento: 400 mm;

Tubo de teflon - & ext.: 1,6 mm; & int.: 0,30 mm; comprimento: 5 m (tricotin)
(v. anexo 1);

Um «T» sem volume morto (Valco, ou equivalente);

Trés jungdes Union sem volume morto, ou um modulo pods-coluna do tipo
Applied Biosystems PCRS 520, ou equivalente, munido de um reactor de 1
ml.

5.3.6 - Membrana filtrante de 0,45 p.

5.3.7 - Cartucho Seppak RC;s (ou equivalente).

5.3.8 - Colunas prontas para uso:

Bischoff hypersil RP 18 (tipo NC, ref. C 25.46 1805) (5 w; comprimento: 250
mm; & int.: 4,6 mm), ou Dupont, Zorbax ODS (5 p; comprimento: 250 mm; & int.: 4,6
mm), ou Phase SEP, spherisorb ODS 2 (5 p; comprimento: 250 mm; & int.: 4,0 mm).

5.3.9 - Pré-coluna:

Bischoff K1 hypersil RP 18 (ref. K1 G 6301 1805), ou equivalente (5 ;
comprimento: 10 mm).

5.3.10 - A coluna e a pré-coluna sdo ligadas por um sistema Ecotube (ref. A
15020508 Bischoff), ou equivalente.
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5.3.11 - Efectuar a montagem (5.3.5) segundo o esquema do anexo 2.

As ligagoes a seguir a valvula de injecgdo devem ser o mais curtas possivel. Neste
caso, o tubo inox colocado entre a saida do reactor e a entrada do detector tem por
objectivo arrefecer a mistura antes da deteccdo. A temperatura dentro do detector ndo é
conhecida, mas é constante.

5.3.12 - Detector de UV/visivel.

5.3.13 - Registador.

5.3.14 - Centrifugadora.

5.3.15 - Banho de ultra-sons.

5.3.16 - Agitador (tipo Vortex, ou equivalente).

5.4 - Técnica:

5.4.1 - Curva de calibragdo:

Obtém-se medindo a altura dos picos em fun¢do da concentragdo. As solugdes
padrdo obtém-se por diluicdo da solugdo diluida de formaldeido padrdo (5.2.19) na fase
movel (5.2.16):

1,0 ml de solucdo padrao (5.2.19) diluida a 20,0 ml: cerca de 185 pg/100 ml;
2,0 ml de solucdo padrao (5.2.19) diluida a 20,0 ml: cerca de 370 pg/100 ml;
5,0 ml de solu¢do padrao (5.2.19) diluida a 25,0 ml: cerca de 740 pg/100 ml;
5,0 ml de solu¢do padrio (5.2.19) diluida a 20,0 ml: cerca de 925 pg/100 ml.

As solugdes padrido sdo guardadas durante uma hora a temperatura do laboratério
e devem ser preparadas no momento. A linearidade da curva de calibragdo ¢ adequada
para concentragdes de 1,00 ug/ml a 15,00 pg/ml.

5.4.2 - Preparagdo de amostras:

5.4.2.1 - Emulsdes (cremes, bases, eyeliners):

Pesar, com a precisao de 0,001 g, uma quantidade de amostra correspondente a
cerca de 100 pg de formaldeido. Transferir para tubo de centrifuga de 100 ml. Juntar 20
ml de diclorometano (5.2.8) e 20,0 ml de 4cido cloridrico (5.2.12). Misturar utilizando o
agitador (5.3.16) e ultra-sons (5.3.15). Separar as duas fases por centrifugagao (3000
rpm durante dois minutos). A parte, lavar um cartucho (5.3.7) com 2 ml de metanol
(5.2.7) e condiciona-lo com 5 ml de agua (5.2.1). Fazer passar 4 ml da fase aquosa do
extracto através do cartucho condicionado, eliminar os primeiros 2 ml e recuperar a
fracgdo seguinte.

5.4.2.2 - Logdes e champds:

Pesar, com a precisdo de 0,001 g, uma quantidade de amostra correspondente a
cerca de 100 pg de formaldeido. Transferir para um baldo volumétrico de 100 ml.
Completar at¢ 100 ml com a fase movel (5.2.16). A solucdo ¢ filtrada através da
membrana filtrante (5.3.6) e injectada ou passada através de um cartucho (5.3.7)
condicionado como no n.° 5.4.2.1.

Todas as solugdes devem ser injectadas imediatamente.

5.4.3 - Condig0es cromatograficas:

Débito da fase movel: 1 ml/min.;

Débito do reagente: 0,5 ml/min.;

Débito total a saida do detector: 1,5 ml/min.;
Volume injectado: 10 pl;
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Temperatura de elui¢do: nas separagdes dificeis, a coluna ¢ imersa num banho
de gelo em fusdo - aguardar que as temperaturas se equilibrem (quinze a
vinte minutos);

Temperatura de reac¢do pds-coluna: 100°C;

Detecc¢ao: 420 nm.

N. B. - O conjunto do sistema cromatografico e pos-coluna deve ser lavado com
agua (5.2.1) depois da utilizacdo. No caso de uma interrup¢do superior a dois dias, esta
lavagem deve ser seguida de uma lavagem com metanol. Antes de recondicionar o
sistema, passa-lo por dgua, para evitar recristalizacoes.

5.5 - Calculos:

Teor em formaldeido em percentagem de massa (m/m):

C-10°-100 C-10™*

S5m S5m

Logdes e champos (5.4.2.2):
Teor em formaldeido:

C~10"6-100_C~10"4
S5m S5m

em que:

m = massa, em gramas, da amostra submetida em analise;
C = concentracdo, em microgramas/100 ml, de formaldeido lida na curva da
calibragdo (5.4.1).

5.6 - Repetibilidade (segundo a norma ISO 5725):

Para um teor em formaldeido de 0,05%, a diferenca entre os resultados de dois
doseamentos paralelos efectuados com a mesma amostra ndo deve ultrapassar 0,001%.

Para um teor em formaldeido de 0,2%, a diferenca entre os resultados de dois
doseamentos paralelos efectuados com a mesma amostra nao deve ultrapassar 0,005%.

ANEXO 1
Construcao de um tricotin
Acessorios utilizados para construcdo do tricotin:
Um cilindro de madeira:

Diametro externo de 5 cm; no meio do cilindro é feito um furo de 1,5 cm.
Pregam-se quatro puas de aco de forma a ficarem equidistantes (v. o
esquema do cilindro - figuras 1 e 2). Distancia entre duas puas: 1,8 cm.
Distancia entre uma pua e o furo central: 0,5 cm;

Uma haste rigida (de tipo agulha de crochet) para fazer as lagadas a partir do

tubo de teflon;
Tubo de teflon - & ext.: 1,6 mm; & int.: 0,3 mm; comprimento: 5 m.
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Funcionamento do tricotin:

Para fazer funcionar o tricotin ¢ necessario enfiar o tubo de teflon de cima para
baixo através do tubo central do cilindro (deixando sair pela face inferior cerca de 10
cm de tubo, 0 que permitira puxar ligeiramente o corddo que vai sendo confeccionado) e
enrolar o tubo a volta de cada uma das quatro puas para efectuar a primeira volta (v.
figura 3).

A entrada e a saida do tricotin sdo providas de casquilho e parafusos de pressdo: ¢
necessario ter cuidado para ndo esmagar o teflon durante a montagem.

A partir da segunda volta fazer passar o tubo pelo exterior de cada pua, para em
seguida formar uma lagada da seguinte forma: fazer passar o tubo da volta inferior sobre
o tubo da volta superior com a ajuda da haste rigida (v. figura 4).

Este trabalho deve ser repetido para cada uma das puas respeitando a ordem 1-2-
3-4, até se obterem os 5 m ou o comprimento desejado. Deixar cerca de 10 cm de tubo
para fechar o corddo. Passar o tubo por dentro de cada uma das quatro lacadas ¢ puxar
ligeiramente, fechando, assim, o cordio.

N. B. - Existem no mercado tricotins fabricados para reac¢des pods-coluna
(SUPELCO).
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2.2 volta
Para formar a lagada passar o tubo
inferior (a cheio) por cima do 2.° tubo ( a
tracejado).
Fig. 4
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5.3.6:

Elwante Rragerie

1—Bomba HPLC (5.3.2).

2—Valvula de injecgdo (5.3.4).

3— Coluna com pré-coluna.

4—Bomba do reagente.

5—«T» sem volume morto.

5’—«T» (vortex).

6-6’—Juncdo Union sem volume morto.
7—ITricotim.

7—Reactor.

8—Balado de trés tubuladuras com agua a ferver.
9—Aquecedor de baldes.
10—Refrigerante.

11—Tubo inox de troca térmica.
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12—Detector de UV/visivel.
13—Modulo pos-coluna PCRS 520.

CAPITULO XV
Hexaclorofeno - Identifica¢ao
A - Identificaciao

1 - Objectivo e campo de aplicacdo:
O método ¢ aplicavel a todos os produtos cosméticos.

2 - Principio:
O hexaclorofeno contido na amostra ¢ extraido pelo acetato de etilo e identificado
por cromatografia em camada fina.

3 - Reagentes:

Todos os reagentes devem ser de qualidade analitica.

3.1 - Solugdo de acido sulfurico 8 N.

3.2 - Celite AW.

3.3 - Acetato de etilo.

3.4 - Eluente: benzeno contendo 1% (v/v) de acido acético glacial.

3.5 - Revelador n.° 1:

Solugdo de rodamina B: dissolver 100 mg de rodamina B numa mistura de 150 ml
de 6xido de dietilo, 70 ml de etanol absoluto e 16 ml de agua.

3.6 - Revelador n.° 2:

Solucdo de 2,6-dibromo-4-(cloroimino) ciclo-hexa-2,5-dienona: dissolver 400 mg
de 2,6-dibromo-4-(cloroimino) ciclo-hexa-2,5-dienona em 100 ml de metanol (a
preparar diariamente).

Solugdo de carbonato de sddio: dissolver 10 g de carbonato de sddio em 100 ml
de agua desmineralizada.

3.7 - Solugdo padrio:

Solugdo de 0,05% (m/v) de hexaclorofeno em acetato de etilo (3.3).

4 - Aparelhagem:

4.1 - Placas para cromatografia em camada fina de silica F»s4 de 20 cm x 20 cm.
4.2 - Material corrente de laboratdrio para cromatografia em camada fina.

4.3 - Banho termostatado para 26°C.

5 - Preparagao da amostra:

5.1 - Misturar cuidadosamente 1 g de amostra homogeneizada com 1 g de celite
AW (3.2) e 1 ml de solugdo de &cido sulfurico (3.1).

5.2 - Secar a 100°C durante duas horas.

5.3 - Arrefecer e reduzir o residuo seco a po fino.

5.4 - Extrair duas vezes com 10 ml de acetato de etilo (3.3) de cada vez.
Centrifugar apos cada extracc¢do e juntar as fases de acetato de etilo.

5.5 - Evaporar a 60°C.

5.6 - Dissolver o residuo em 2 ml de acetato de etilo (3.3).
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6 - Técnica:

6.1 - Aplicar 2 ul de solucdo da amostra 5.6 e 2 pl de solugdo padrio (3.7) sobre
uma placa (4.1).

6.2 - Saturar a tina termostatada a 26°C com eluente (3.4).

6.3 - Colocar a placa de cromatografia em camada fina na tina ¢ desenvolver até
15 cm.

6.4 - Retirar a placa e secar na estufa a 105°C.

6.5 - Revelagao:

Revelam-se as manchas de hexaclorofeno como indicado nos n.os 6.5.1 ou 6.5.2.

6.5.1 - Pulverizar o revelador n.° 1 (3.5) de modo uniforme sobre a placa.
Passados trinta minutos, examinar a placa com luz UV de 254 nm.

6.5.2 - Pulverizar o revelador n.° 2 (3.6) utilizando sucessivamente a solugdo de
2,6-dibromo-4-(cloroimino) ciclo-hexa-2,5-dienona e em seguida a solugdo de
carbonato de sddio. Examinar a placa a luz do dia ap6s dez minutos de secagem a
temperatura ambiente.

7 - Interpretacdo dos resultados:

7.1 - Revelador n.° 1 (3.5):

O hexaclorofeno ¢ revelado sob forma de manchas azuladas sobre fundo amarelo-
laranja, fluorescente e apresenta um Rf de 0,5, aproximadamente.

7.2 - Revelador n.° 2 (3.6):

O hexaclorofeno ¢ revelado sob forma de manchas de azul-celeste a azul-turquesa
sobre fundo branco e apresenta um Rf de 0,5, aproximadamente.

CAPITULO XVI

Hidroéxidos de sodio e de potassio livres
Identificacio e doseamento

1 - Objectivo e campo de aplicacdo:

O método descreve o procedimento que permite identificar os produtos
cosméticos contendo quantidades importantes de hidroxidos de sédio e ou de potassio
livres e dosear estes hidroxidos nos produtos de desfrisagem dos cabelos e nos solventes
da cuticula das unhas.

2 - Definigdo:

O hidréxido de sodio e de potassio livre define-se como sendo o volume de acido
de referéncia necessario para neutralizar o produto em condi¢cdes determinadas e
exprime-se sob a forma de hidroxido de sddio livre.

3 - Principio:

A amostra ¢ dissolvida ou dispersa em agua e titulada com o acido de referéncia.
Regista-se a variagdo do valor do pH ao mesmo tempo que se acrescenta o acido: para
uma solugdo simples de hidréxidos de so6dio ou potassio, o fim da titulagdo corresponde
a uma variacao precisa do valor do pH registado.

A curva de titulagdo normal pode ser modificada pela presencga de:

a) Amonia e outras bases organicas fracas, que apresentam, elas proprias, uma
curva de titulacdo bastante plana. Neste caso, a amodnia ¢ eliminada por
evaporacdo sob pressdo reduzida, a temperatura ambiente;
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b) Sais de acidos fracos, o que pode originar uma curva de titulacdo apresentando
varios pontos de inflexdo. Neste caso, s6 a primeira parte da curva, até ao
primeiro destes pontos de inflexdo, corresponde a neutralizagdo do ido
hidréxilo proveniente do hidréxido de sodio e de potassio livre.

Preconiza-se um outro procedimento de titulagdo, no alcool, quando ¢ indicado
que existe uma interferéncia excessiva dos sais de acidos inorganicos fracos. Se bem
que seja teoricamente possivel encontrar outras bases fortes soluveis, tais como
hidroxido de litio ou hidroxido de amoénio quaternario, que dao um pH elevado, a sua
presenga neste tipo de produtos cosméticos € altamente improvavel.

4 - Identificagao:

4.1 - Reagentes:

4.1.1 - Solugdo tampao alcalina de referéncia de pH 9,18 a 25°C: solugdo 0,05 M
de tetraborato de sodio.

4.2 - Aparelhagem:

4.2.1 - Material corrente de laboratorio.

4.2.2 - Potenciémetro.

4.2.3 - Eléctrodo de vidro.

4.2.4 - Eléctrodo de referéncia de calomelanos.

4.3 - Técnica:

Aferir o aparelho de medida por meio da solugdo tampao de referéncia (4.1.1).
Preparar uma solu¢do ou dispersdao a 10% do produto a analisar em agua e filtrar.
Determinar o pH. Se for igual ou superior a 12, ¢ necessario efectuar um doseamento.

5 - Doseamento:

5.1 - Titulagdo em meio aquoso:

5.1.1 - Reagentes:

5.1.1.1 - Solugao 0,1 N de acido cloridrico titulada.
5.1.2 - Aparelhagem:

5.1.2.1 - Material corrente de laboratorio.

5.1.2.2 - Potencidémetro, de preferéncia com registador.
5.1.2.3 - Eléctrodo de vidro.

5.1.2.4 - Eléctrodo de referéncia de calomelanos.

5.1.3 - Técnica:

Pesar com precisdo, num copo de 150 ml, uma tomada de ensaio de 0,5 ga 1 g.
Na presen¢a de amoniaco, juntar algumas bolas de vidro, colocar o copo num exsicador
para vacuo, proceder ao vacuo até que o cheiro de amoniaco desaparega (cerca de trés
horas). Dissolver ou dispersar o residuo em 100 ml de agua. Titular com uma solugdo de
acido cloridrico 0,1 N (5.1.1.1), registando a variagdo do pH (5.1.2.2).

5.1.4 - Calculos:

Determinar os pontos de inflex@o da curva de titulagdo. Quando o primeiro ponto
de inflexdo aparece a um pH inferior a 7, a amostra ndo contém hidroxido de so6dio ou
de potassio. Quando se formam dois ou varios pontos de inflexdo na curva, s6 o
primeiro ¢ tomado em consideragdo. Anotar o volume da solu¢do de titulacdo neste
primeiro ponto de inflexao.

Seja:

V' = o volume da soluc¢do de titulacao, em mililitros;
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M = a massa da tomada de ensaio, em gramas.

A concentragdo em hidroxidos de sodio e, ou de potassio ¢ expressa em
percentagem (m/m) de hidroxido de sodio pela formula:

Percentagem de hidroxido de sodio = 0,4 %

Pode acontecer que, apesar da indicacdo da presenga de uma quantidade bastante
importante de hidréxidos de s6dio e ou potassio, a curva de titulacdo ndo apresente
ponto de inflexdo distinto. Neste caso, convém proceder a um novo doseamento em
isopropanol.

5.2 - Titulag@o em isopropanol:

5.2.1 - Reagentes:

5.2.1.1 - Isopropanol.

5.2.1.2 - Solugdo aquosa titulada 1,0 N de acido cloridrico.

5.2.1.3 - A solugdo 0,1 N de acido cloridrico no isopropanol ¢ preparada
imediatamente antes da utiliza¢do por dilui¢ao da solu¢do aquosa de acido cloridrico 1,0
N, com isopropanol.

5.2.2 - Aparelhagem:

5.2.2.1 - Material corrente de laboratdrio.

5.2.2.2 - Potenciémetro, de preferéncia com registador.

5.2.2.3 - Eléctrodo de vidro.

5.2.2.4 - Eléctrodo de referéncia de calomelanos.

5.2.3 - Técnica:

Pesar com precisdao, num copo de 150 ml, uma tomada de ensaio entre 0,5 ge 1 g.
Na presencga de amoniaco, juntar algumas bolas de vidro, colocar o copo num exsicador
para vacuo e proceder ao vacuo até que o cheiro de amoniaco desapareca (cerca de trés
horas). Dissolver ou dispersar o residuo em 100 ml de isopropanol. Titular com a
solucdo 0,1 N de 4cido cloridrico no isopropanol (5.2.1.3) registando a varia¢do do pH
aparente (5.2.2.2).

5.2.4 - Célculos:

O mesmo método que no n.° 5.1.4. O primeiro ponto de inflexdo ¢ visivel a um
pH aparente de cerca de 9.

5.3 - Repetibilidade (segundo a norma ISO 5725):

Para teores da ordem dos 5% (m/m), a diferenca entre os resultados de dois
doseamentos paralelos efectuados na mesma amostra nao deve ultrapassar 0,25%.

CAPITULO XVII

8-hidroxiquinoleina e seu sulfato
Identificacao e dosamento

1 - Objectivo e campo de aplicagio:
O método descreve a identificagdo e¢ o doseamento de 8-hidroxiquinoleina ¢ do
seu sulfato.

2 - Definigao:
O teor da amostra em 8-hidroxiquinoleina determinado segundo este método ¢
expresso em percentagem de massa (m/m) de 8-hidroxiquinoleina.
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3 - Principio:

3.1 - Identificagdo:

E efectuada por cromatografia em camada fina.

3.2 - Doseamento:

E efectuado por espectrofotometria em 410 nm de um complexo de cobre obtido
por reac¢do com o licor de Fehling.

4 - Reagentes:

Todos os reagentes devem ser de qualidade analitica.

4.1 - 8-hidroxiquinoleina.

4.2 - Benzeno (tendo em conta a toxicidade do produto, tomar as precaucdes
adequadas).

4.3 - Cloroformio.

4.4 - Solugdo de hidroxido de sodio a 50% (m/m).

4.5 - Sulfato de cobre (CuSO 4. 5 H ;0).

4.6 - Tartarato duplo de potassio e de sodio.

4.7 - Acido cloridrico 1 N.

4.8 - Acido sulfarico 1 N.

4.9 - Solucgdo de hidroxido de potassio 1 N.

4.10 - Etanol.

4.11 - 1-butanol.

4.12 - Acido acético glacial.

4.13 - Acido cloridrico 0,1 N.

4.14 - Celite 545, ou equivalente.

4.15 - Solugdes padrao:

4.15.1 - Colocar 100 mg de 8-hidroxiquinoleina (4.1) num baldo aferido de 100
ml e dissolver numa pequena quantidade de acido sulfurico 1 N (4.8). Completar o
volume com acido sulfarico 1 N (4.8).

4.15.2 - Colocar 100 mg de 8-hidroxiquinoleina (4.1) num baldo aferido de 100
ml. Dissolver no etanol (4.10). Completar o volume com o mesmo solvente e misturar.

4.16 - Licor de Fehling:

Solugdo A: num baldo aferido de 100 ml pesar 7 g de sulfato de cobre (4.5).
Dissolver numa pequena quantidade de 4gua, completar o volume com 4gua e misturar.

Solugdo B: num balédo aferido de 100 ml pesar 35 g de tartarato duplo de potassio
e de sddio (4.6) e dissolvé-los em 50 ml de agua. Juntar 20 ml de hidréxido de soédio a
50% (4.4). Completar o volume com agua e misturar.

Imediatamente antes da utilizacdo, para um baldo aferido de 100 ml, pipetar 10 ml
de solucao A e 10 ml de solugdo B. Completar o volume com dgua e misturar.

4.17 - Eluentes:

Eluente I: 1-butanol, 4cido acético e agua (80:20:20, em volume).

Eluente II: cloroférmio e acido acético (95:5, em volume).

4.18 - Solugdo a 1% de 2,6-dicloro-4-(cloroimino) ciclo-hexa-2,5-dienona em
etanol (4.10).

4.19 - Solugdo de carbonato de sodio a 1% (m/v).

4.20 - Solugao a 30% (v/v) de etanol (4.10) em agua.

4.21 - Solugdo de di-hidrogenoetilenodiaminatetra-acetato dissodico a 5% (m/v).

4.22 - Solugdo tampao de pH 7:

Pesar 27 g de KH,PO4 e 70 g de K,HPO 4 . 3 H ;0 num baldo aferido de 1 1.
Dissolver. Completar o volume e misturar.
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4.23 - Placas para cromatografia em camada fina de silica prontas para utilizagao,
com a espessura de 0,25 mm (Kieselgel 60 Merck, ou equivalente). Antes da utilizagéo,
cada placa deve ser pulverizada com 10 ml do reagente 4.21 e seca a 80°C.

5 - Aparelhagem:

5.1 - Baldes esmerilados de fundo redondo de 100 ml.

5.2 - Baldes aferidos.

5.3 - Pipetas graduadas de 10 ml e 5 ml.

5.4 - Pipetas aferidas de 20 ml, 15 ml, 10 ml e 5 ml.

5.5 - Ampolas de decantacdo de 100 ml, 50 ml e 25 ml.

5.6 - Filtros de pregas de 9 cm de didmetro.

5.7 - Evaporador rotativo.

5.8 - Refrigerante de refluxo esmerilado.

5.9 - Espectrofotometro.

5.10 - Tinas de 1 cm de percurso Optico.

5.11 - Agitador com aquecimento.

5.12 - Coluna de vidro para cromatografia de 160 mm de altura e 8§ mm de
diametro, cuja parte inferior estd munida de um estreitamento tapado por tampao de 1a
de vidro e cuja parte superior ¢ adaptada a elui¢@o sob pressao.

6 - Técnica:

6.1 - Identificacao:

6.1.1 - Amostras liquidas:

6.1.1.1 - Depois de ter levado a 7 o pH de uma frac¢do de amostras a analisar,
aplica-se 5 pl e 10 pul em cada um dos pontos da linha de partida de uma placa recoberta
de uma camada delgada de gele de silica, tratada previamente como referido no n.° 4.23.

6.1.1.2 - Sobre dois outros pontos da linha de partida, aplicam-se 10 ul ¢ 30 ul da
solucdo padrdo (4.15.2) e seguidamente desenvolve-se a placa com um dos dois eluentes
(4.17).

6.1.1.3 - Quando o eluente atingiu 15 cm, a placa € seca a 110°C durante quinze
minutos. Com luz UV (366 nm), as manchas de 8-hidroxiquinoleina caracterizam-se por
uma fluorescéncia amarela.

6.1.1.4 - A placa ¢ seguidamente pulverizada com uma solu¢cdo aquosa de
carbonato de sédio a 1% (4.19) e, apds a secagem, com uma solucdo a 1% de 2,6-
dicloro-4-(cloroimino) ciclo-hexa-2,5-dienona (4.18). A 8-hidroxiquinoleina aparece na
forma de uma mancha azul.

6.1.2 - Amostras solidas e cremes:

6.1.2.1 - Colocar 1 g de amostra em suspensdo em 5 ml da solucdo tampao de pH
7 (4.22). Transferir com 10 ml de cloroférmio para uma ampola de decantacdo e agitar.
Depois de ter separado a camada cloroférmica, extrair por duas vezes a suspensio
aquosa com 10 ml de cloroféormio (4.3). Misturar e filtrar os extractos cloroférmicos
para um baldo de fundo redondo de 100 ml (5.1). Concentrar até a secura quase total no
evaporador rotativo.

Retomar o residuo em 2 ml de cloroféormio e aplicar 10 ul e 30 pl da solugdo
obtida numa placa de gele de silica, procedendo como foi indicado no n.° 6.1.1.1.

6.1.2.2 - Apos ter aplicado 10 ul e 30 pl da solugdo padrdo (4.15.2), procede-se
como indicado nos n.* 6.1.1.2, 6.1.1.3 ¢ 6.1.1.4.

6.2 - Doseamento:

6.2.1 - Amostras liquidas:
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6.2.1.1 - Num baldo esmerilado de fundo redondo de 100 ml pesar 5 g da amostra.
Juntar 1 ml de 4cido sulfurico 1 N (4.8) e concentrar a mistura até a secura quase total, a
pressdo reduzida, a 50°C.

6.2.1.2 - Dissolver este residuo em 20 ml de dgua quente. Transferir para um
baldo aferido de 100 ml e lavar por trés vezes com 20 ml de agua. Completar 100 ml
com agua e misturar.

6.2.1.3 - Pipetar 5 ml desta solucdo para uma ampola de decantacdo de 50 ml
(5.5). Depois de se juntar 10 ml de licor de Fehling (4.16), extrair o complexo de cobre
formado por trés vezes com 8 ml de cloroféormio (4.3).

6.2.1.4 - Juntar as fases cloroformicas filtradas num baldo aferido de 25 ml (5.2).
Completar o volume com cloroférmio (4.3) e agitar. Determinar a densidade optica da
solug@o amarela a 410 nm em relagdo ao cloroférmio.

6.2.2 - Amostras solidas e cremes:

6.2.2.1 - Num baldo de fundo redondo de 100 ml (5.1) pesar 0,500 g da amostra.
Juntar 30 ml de benzeno (4.2) e 20 ml de acido cloridrico 1 N (4.7). Aquecer a ebulicdo
com refluxo durante trinta minutos, agitando.

6.2.2.2 - Transferir o contetdo do baldo para uma ampola de decantagdo (5.5) de
100 ml e lavar com 5 ml de acido cloridrico 1 N (4.7). Transferir a fase aquosa para um
baldo de fundo redondo (5.1). Lavar a fase benzénica com 5 ml de acido cloridrico 1 N
(4.7) e recolher as aguas de lavagem no baldo. Prosseguir como indicado no n.° 6.2.2.4.

6.2.2.3 - Caso das emulsdes que nao convém para prosseguimento da analise.
Misturar 0,500 g da amostra com 2 g de celite 545 (4.14), de modo a obter um pod
fluido. Colocar a mistura, em pequenas frac¢des, na coluna de vidro para cromatografia
(5.12). Apos cada adigdo, homogeneizar e compactar o conteudo da coluna. Quando
toda a mistura amostra-celite for introduzida na coluna, eluir com acido cloridrico 0,1 N
(4.13), de modo a obter 10 ml de eluido em cerca de dez minutos. Em caso de
necessidade, pode-se proceder a esta elui¢do, exercendo uma ligeira pressdo com azoto.
Durante a eluicdo € conveniente assegurar-se de que hd sempre 4cido cloridrico acima
da mistura amostra-celite.

Os primeiros 10 ml de eluido sdo seguidamente tratados como indicado no n.°
6.2.2.4.

6.2.2.4 - As fases aquosas (6.2.2.2) ou os eluidos (6.2.2.3) sdo misturados e
concentrados até a secura quase total, sob pressdo reduzida, no evaporador rotativo.

6.2.2.5 - Dissolver o residuo em 6 ml da solu¢do de hidroxido de sodio 1 N (4.9).
Juntar 20 ml de licor de Fehling (4.16) e transferir para uma ampola de decantacdo de
50 ml (5.5). Lavar o baldo com 8 ml de cloroférmio (4.3) e transferir para ampola de
decantacdo. Apos agitacdo, a fase clorofoérmica é filtrada e recolhida num baléo aferido
de 50 ml (5.2).

6.2.2.6 - A fase aquosa ¢ extraida por trés vezes com 8 ml de cloroférmio (4.3).
As fases cloroformicas sdo filtradas e recolhidas num baldo aferido de 50 ml. Completar
o volume com cloroférmio e agitar. Determinar a densidade Optica da solugdo amarela a
410 nm em relagdo ao cloroférmio.

7 - Curva de calibragdo:

7.1 - Para baldes de fundo redondo de 100 ml (5.1), contendo cada um 3 ml de
uma solugdo aquosa de etanol a 30% (4.20), pipetar 5 ml, 10 ml, 15 ml ¢ 20 ml da
solugdo padrdo (4.15.1) e proceder como indicado no n.° 6.2.1.

8 - Expressao dos resultados:
8.1 - Amostras liquidas:
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Percentagem (m/m) de 8-hidroxiquinoleina = a-100
m

em que:

a = numero de miligramas de 8-hidroxiquinoleina extrapolados na curva de
calibragdo (7);
m (mg) = massa de amostra (6.2.2.1).

8.2 - Amostras solidas e cremes:
2a-100

Percentagem (m/m) de 8-hidroxiquinoleina =
m

em que:

a = numero de miligramas de 8-hidroxiquinoleina extrapolados na curva de
calibragdo (7);
m (mg) = massa de amostra (6.2.2.1).

9 - Repetibilidade (segundo a norma ISO 5725):

Para um teor em 8-hidroxiquinoleina da ordem de 0,3%, a diferenga entre os
resultados de dois doseamentos paralelos efectuados sobre a mesma amostra ndo deve
ultrapassar 0,02%.

CAPITULO XVIII
Iodato de sodio - Identificacio e doseamento

Objectivo e campo de aplicagdo:
O método ¢ adequado para a identificagdo ¢ doseamento do iodato de s6dio nos
produtos cosméticos sujeitos a lavagem apos utilizagdo.

A - Identificaciao

1 - Principio:
O iodato de sodio ¢ separado dos outros halogenatos por cromatografia em
camada fina e identificado por oxidagdo do iodeto em iodo.

2 - Reagentes:

Todos os reagentes devem ser de qualidade analitica.

2.1 - Solugdes de referéncia: solugdes aquosas de clorato, bromato e iodato de
potassio a 0,01% (m/v) preparadas recentemente.

2.2 - Fluente: solu¢do de amoniaco a 28% (m/v), acetona e butanol (60:130:30,
em volume).

2.3 - Solu¢do aquosa de iodeto de potésio a 5% (m/v).

2.4 - Solugdo de amido de 1% a 5% (m/v).

2.5 - Acido cloridrico 1 M.

3 - Aparelhagem:
3.1 - Placas de cromatografia em camada fina prontas para utilizacdo, revestidas
de celulose (0,25 mm).
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3.2 - Material corrente de cromatografia em camada fina.

4 - Técnica:

4.1 - Extrair cerca de 1 g de amostra com agua, filtrar e diluir a cerca de 10 ml.

4.2 - Aplicar 2 pl desta solucdo na linha de base da placa (3.1) e 2 ul de cada uma
das trés solucdes de referéncia (2.1).

4.3 - Colocar a placa numa tina de desenvolvimento e desenvolver por
cromatografia ascendente aproximadamente no percurso de trés quartos do
comprimento da placa com a ajuda do eluente (2.2).

4.4 - Retirar a placa da tina e deixar evaporar o eluente a temperatura ambiente.

Nota. - A operagdo pode demorar duas horas.

4.5 - Pulverizar a placa com iodeto de potassio (2.3) e deixar secar durante cerca
de cinco minutos.

4.6 - Pulverizar seguidamente com a solu¢do de amido (2.4) e deixar secar durante
cerca de cinco minutos.

4.7 - Pulverizar finalmente com acido cloridrico (2.5).

5 - Avaliagao:

Em presenga de iodato, aparece imediatamente uma mancha azul, tornando-se
acastanhada, com o valor de Rf aproximadamente de 0 a 0,2. Os bromatos reagem
imediatamente, apresentando valores de Rf de 0,5 a 0,6, e os cloratos reagem cerca de
trinta minutos depois, apresentando valores de Rf de 0,7 a 0,8.

B - Doseamento

1 - Definigdo:
O teor da amostra em iodato de sddio determinado por este método € expresso em
percentagem da massa de iodato de sodio.

2 - Principio:

O iodato de sodio ¢ dissolvido em agua e doseado por cromatografia liquida a alta
pressdo, utilizando (em série) uma coluna de fase reversa C 18 e uma coluna
permutadora de anides.

3 - Reagentes:

Todos os reagentes devem ser de qualidade analitica. Devem, nomeadamente, ser
apropriados para a cromatografia liquida a alta pressao.

3.1 - Acido cloridrico 4 M.

3.2 - Solugdo aquosa de sulfito de sddio a 5% (m/v).

3.3 - Solug@o mae de iodato de sodio: preparar uma solugdo contendo 50 mg de
iodato de sodio por 100 ml de agua.

3.4 - Di-hidrogeno-ortofosfato de potassio.

3.5 - Hidrogeno-ortofosfato dissédico 2H ;0.

3.6 - Fase movel da cromatografia liquida a alta pressdo: dissolver 3,88 g de di-
hidrogeno-ortofosfato de potassio (3.4) e 1,19 g de hidrogeno-ortofosfato dissodico 2H
20 (3.5)em 1 1 de agua.

O pH da solug¢do obtida ¢ 6,2.

3.7 - Papel indicador universal, pH 1-11.
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4 - Aparelhagem:

Material corrente de laboratorio.

4.1 - Papel de filtro de 110 mm de didmetro, Schleicher e Schull n.° 5/5, ou
equivalente.

4.2 - Cromatografo liquido a alta pressio munido de um detector com
comprimento de onda variavel.

4.3 - Colunas: com comprimento de 120 mm e com didmetro interno de 4,6 mm,
em numero de dois, em série; primeira coluna com nucleosil (R) 5 C 18, ou equivalente,
segunda coluna com Vydac, TM-301-SB, ou equivalente.

5 - Técnica:

5.1 - Preparacdo das amostras:

5.1.1 - Amostras fluidas (champds):

Pesar com precisdo uma tomada de ensaio de cerca de 1,0 g em proveta graduada
com rolha esmerilada ou num baldo aferido de 10 ml. Completar com agua e misturar.
Em caso de necessidade, filtrar a solug@o. Determinar a quantidade de iodato na solugdo
por meio de cromatografia liquida a alta pressdo, conforme € descrito no n.° 5.2.

5.1.2 - Amostras soélidas (sabao):

Dividir finamente uma parte da amostra, pesar com precisdo uma tomada de
ensaio de cerca de 1,0 g e introduzir em proveta graduada com rolha esmerilada de 100
ml. Encher com agua até 50 ml e agitar energicamente durante um minuto; centrifugar
ou filtrar por papel, ou deixar repousar a mistura durante uma noite, pelo menos; agitar
energicamente a solugdo gelatinosa e filtrar esta por papel (4.1). Dosear o iodato no
filtrado por cromatografia liquida a alta pressdo, conforme ¢ descrito no n.® 5.2.

5.2 - Cromatografia:

Débito: 1 ml/min.;

Comprimento de onda do detector: 210 nm;
Volume injectado: 10 pl;

Medida: area do pico.

5.3 - Calibragao:

Pipetar, respectivamente, 1,0 ml, 2,0 ml, 5,0 ml, 10,0 ml e 20,0 ml da solu¢dao mae
do iodato de sddio (3.3) em baldes aferidos de 50 ml. Completar o volume e agitar. As
solugdes assim obtidas contém, respectivamente, 0,01 mg, 0,02 mg, 0,05 mg, 0,10 mg ¢
0,20 mg de iodato de sddio por mililitro. Injectar 10 ul de cada solugdo de referéncia no
cromatografo liquido (4.2). Determinar a area do pico para o iodato e estabelecer uma
curva de calibracdo: area do pico-concentracao de iodato.

6 - Calculo:

Calcular o teor de iodato de sodio em percentagem de massa (% m/m) utilizando a
formula:

. L 4 Ve
Percentagem de massa de iodato de sodio ==
10m

em que:

m = a massa, expressa em gramas, da tomada de ensaio (5.1);
V' = o volume total da solucdo de amostra, expresso em mililitros, obtido
conforme ¢ descrito no n.° 5.1;
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¢ = a concentracdo, expressa em miligramas/mililitros, de iodato de sodio
obtido a partir da curva de calibragao.

7 - Repetibilidade (segundo a norma ISO 5725):

Para um teor em iodato de sodio de 0,1% (m/m), a diferenga entre os resultados de
dois doseamentos efectuados em paralelo na mesma amostra ndo deve ultrapassar
0,002%.

8 - Confirmagao:

8.1 - Principio:

Em solugdo acida, o iodato (/O73) é reduzido a iodeto (/) pelo sulfito e a
solugdo obtida ¢ examinada por cromatografia liquida a alta press@o. Se um pico com
um iodato desaparecer apos tratamento com sulfito, o pico original pode ser considerado
como o iodato.

8.2 - Técnica:

Pipetar para matras uma tomada de ensaio de 5 ml da solu¢do da amostra obtida
no n.° 5.1. Ajustar o pH da solugdo a um valor inferior ou igual a 3 com &cido
coloridrico (3.1) e papel indicador universal de pH (3.7). Juntar trés gotas da solug@o de
sulfito sodico (3.2) e agitar. Injectar 10 pl da solu¢do no cromatdgrafo liquido (4.2).

Comparar o cromatograma com o que foi obtido da forma descrita no n.° 5 para a
mesma amostra.

CAPITULO XIX
Metanol em relagio ao etanol ou ao 2-propanol - Doseamento

1 - Objectivo e campo de aplicacdo:

Este método descreve o doseamento do metanol por cromatografia em fase gasosa
em todos os tipos de produtos cosméticos, incluindo os aerossois. Aplica-se a
concentracgdes relativas de 0% a 10%.

2 - Definigao:
O teor em metanol determinado segundo este método € expresso em percentagem
de massa (m/m) de metanol em relagdo com a massa de etanol ou de 2-propanol.

3 - Principio:
O doseamento ¢ efectuado por cromatografia em fase gasosa.

4 - Todos os reagentes devem ser de qualidade analitica.

4.1 - Metanol.

4.2 - Etanol absoluto.

4.3 - 2-propanol.

4.4 - Cloroformio, lavado com 4gua para eliminar os alcoois.

5 - Aparelhagem:

5.1 - Cromatografo de fase gasosa com detector catarométrico (para as amostras
de produtos em aerossois).

Cromatografo de fase gasosa com detector de ionizacdo de chama (para as
amostras de outros produtos).

5.2 - Baldes aferidos de 100 ml.
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5.3 - Pipetas aferidas de 0,1 ml, 2 ml ¢ 20 ml.

5.4 - Microsseringas de O ula 100 pl e de O pul a 5 pl:

Somente para as amostras de produtos em aerossois, seringa especial para gas,
com valvula moével (figura 5 do método de amostragem).

6 - Técnica:

6.1 - Preparacdo das amostras:

6.1.1 - Os produtos em aerossoéis sdo tratados como indicado na 2.* parte e depois
analisados por cromatografia em fase gasosa nas condicdes indicadas no n.° 6.2.

6.1.2 - Os outros produtos, tratados como indicado na 2.* parte, sdo diluidos em
agua até uma concentragdo de 1% a 2% de etanol ou de 2-propanol, e depois analisados
por cromatografia em fase gasosa nas condi¢des indicadas no n.° 6.2.2.

6.2 - Condicdes de cromatografia em fase gasosa:

6.2.1 - Para as amostras de produtos em aerossois:

6.2.1.1 - Utilizar-se-4 uma coluna cheia com 10% de Hallcomid M 18 sobre
Chromosorb WAW 100-120 mesh e um detector catarométrico.

6.2.1.2 - A fase estacionaria deve permitir um grau de resolucao igual ou superior
al,s:

d'R,~d'R,
W +w,

R=2
em que:

R ; ¢ R, =tempo de retengdo, expresso em minutos, de dois picos;
W, e W ,=largura dos mesmos picos a meia altura;
d' = velocidade do papel em milimetros/minuto.

6.2.1.3 - As condic¢des seguintes permitem obter bons resultados:
Tipo de coluna: ago inoxidavel;

Comprimento: 3,5 m;

Diametro: 3 mm;

Intensidade de corrente do detector catarométrico: 150 mA;
Gas de arrastamento: hélio:

Pressdo: 2,5 b;
Débito: 45 ml/min.;

Temperaturas:

Injector: 150°C;
Detector: 150°C;
Coluna: 65°C.

6.2.2 - Para as amostras de outros produtos:

6.2.2.1 - Utilizar-se-4 uma coluna cheia com Chromosorb 105 ou com Porapak Qs
e um detector de ioniza¢do de chama.

6.2.2.2 - A fase estacionaria deve permitir um grau de resolucdo igual ou superior
al,s:
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d'R,—d'R,
W+ W,

R=2
em que:

R ; ¢ R, =tempo de retengdo, expresso em minutos, de dois picos;
W, e W ;= largura dos mesmos picos a meia altura;
d'= velocidade do papel em milimetros/minuto.

6.2.2.3 - As condig¢des seguintes permitem obter bons resultados:

Tipo de coluna: aco inoxidavel,

Comprimento: 2 m;

Diametro: 3 mm;

Electrometro: sensibilidade de 8.10(elevado a -10) A;
Gas de arrastamento: azoto:

Pressdo: 2,1 b;
Débito: 40 ml/min.;

Auxiliar: hidrogénio:

Pressdo: 1,5 b;
Débito: 20 ml/min.;

Temperaturas:

Injector: 150°C;
Detector: 230°C;
Colunas: 120°C ou 130°C.

7 - Curvas padrao:

7.1 - Nas condig¢des indicadas no n.° 6.2.1 (coluna Hallcomid M 18), utilizar as
misturas padrdo definidas seguidamente. Preparar estas misturas por medida
volumétrica, mas determinar a quantidade exacta libertada, pesando imediatamente apés
cada adi¢do:

Concentragdo relativa Metanol Etanol Cloroférmio
— — — até um
Percentagem de massa Mililitros Mililitros volume de
(ou 2-propanol)

Aproximadamente 2,5% 0,5 20 100 ml
Aproximadamente 5,0% 1,0 20 100 ml
Aproximadamente 7,5% 1,5 20 100 ml
Aproximadamente 10,0% 2,0 20 100 ml

Injectar 2 pl a 3 pl no cromatdgrafo, como foi indicado no n.° 6.2.1. Calcular a
razdo das areas dos picos (metanol/etanol ou metanol/2-propanol) de cada mistura.
Tragar a curva padrao utilizando:

Como eixo dos X: a percentagem de metanol em relagdo ao etanol ou ao 2-
propanol;
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Como eixo dos Y: a razdo das areas dos picos (metanol/etanol ou metanol/2-
propanol).

7.2 - Nas condi¢des indicadas no n.° 6.2.2 (Porapak Qs ou Chromosorb 105),
utilizar as misturas padrdo definidas seguidamente. Preparar estas misturas por medida
volumétrica, mas determinar a quantidade exacta libertada, pesando imediatamente apos

cada adi¢ao:

Concentragdo relativa Metanol Etanol Agua até
— — — um volume

Percentagem de massa Microlitros Microlitros de

(ou 2-propanol)

Aproximadamente 2,5% 50 2 100 ml
Aproximadamente 5,0% 100 2 100 ml
Aproximadamente 7,5% 150 2 100 ml
Aproximadamente 10,0% 200 2 100 ml

Injectar 2 pl a 3 pl no cromatdgrafo, como foi indicado no n.° 6.2.2. Calcular a
razdo das areas dos picos (metanol/etanol ou metanol/2-propanol) de cada mistura.
Tragar a curva padrao utilizando:

Como eixo dos X: a percentagem de metanol em relagdo ao etanol ou ao 2-
propanol;

Como eixo dos Y: a razdo das areas dos picos (metanol/etanol ou metanol/2-
propanol).

7.3 - Nos dois casos a curva de calibra¢do deve ser uma recta.

8 - Repetibilidade (segundo a norma ISO 5725):

Para teores em metanol de 5% em relagdo ao etanol ou ao 2-propanol, a diferenga
entre os resultados de dois doseamentos paralelos efectuados sobre a mesma amostra
nao deve ultrapassar 0,25%.

CAPITULO XX
Nitritos - Identificacao e doseamento
A - Identificacao
1 - Objectivo e campo de aplicacio:
Este método destina-se a identificacdo dos nitritos nos produtos cosméticos.

Aplica-se, em particular, aos cremes, aos produtos pastosos e aos dentifricios.

2 - Principio:
A caracterizagao dos nitritos faz-se com fenil-hidrazona-2-aminobenzaldeido.

3 - Reagentes:
Todos os reagentes devem ser de qualidade analitica.
3.1 - Acido sulfurico diluido: diluir 2 ml de acido sulfirico concentrado

(d;” =1,84) em 11 ml de 4dgua destilada.
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3.2 - Acido cloridrico diluido: diluir 1 ml de 4cido cloridrico concentrado
(d}’ =1,19) em 11 ml de 4gua destilada.

3.3 - Metanol.

3.4 - Solucdo de fenil-hidrazona-2-aminobenzaldeido (reagente Nitrine R) em
metanol.

Pesar 2 g de Nitrine R e introduzi-los em baldo aferido de 100 ml. Juntar, gota a
gota, 4 ml de 4cido cloridrico diluido (3.2) e agitar. Completar o volume com metanol e
misturar até que a solucdo esteja completamente limpida. Conservar a solugdo num
frasco de vidro castanho (4.3).

4 - Material:

4.1 - Copos de 50 ml.

4.2 - Balao aferido de 100 ml.

4.3 - Frasco de vidro castanho de 125 ml.
4.4 - Placa de vidro de 10 cm x 10 cm.
4.5 - Espatula de material sintético.

4.6 - Papel de filtro de 10 cm x 10 cm.

5 - Técnica:

5.1 - Estender uniformemente uma parte da amostra a examinar sobre a placa de
vidro (4.4), procurando que a espessura da camada nao ultrapasse 1 cm.

5.2 - Mergulhar uma folha de papel de filtro (4.6) em agua destilada ¢ coloca-la
sobre a amostra, aplicando-a convenientemente com a ajuda da espatula (4.5).

5.3 - Esperar cerca de um minuto e colocar no meio do papel de filtro:

Duas gotas de acido sulfurico diluido (3.1); e seguidamente
Duas gotas da solucdo de Nitrine R (3.4).

5.4 - Passados cinco a dez segundos, retirar o papel de filtro e examina-lo a luz do
dia. Uma coloragdo vermelho-violeta indica a presenga de nitritos. Quando o teor em
nitritos é pouco elevado, a coloragdo violeta passa para amarela em cinco a quinze
segundos. Esta viragem ndo se verifica sendo passados um a dois minutos em presenga
de quantidades significativas de nitritos.

6 - Nota. - A intensidade da coloragdo violeta, bem como a duracdo da passagem
para o amarelo, pode dar uma indicacdo do teor em nitritos da amostra.

B - Doseamento
1 - Objectivo e campo de aplicacdo:
O método indicado seguidamente é adaptado ao doseamento dos nitritos nos
produtos cosméticos.
2 - Definigao:
O teor da amostra em nitritos determinado por este método € expresso em

percentagem de massa (m/m) de nitrito de sédio.

3 - Principio:
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Apo6s diluicdo e clarificacdo da amostra, efectua-se uma reacgdo colorimétrica
com a N-(a-naftilo-etilenodiamina) e a intensidade da coloracdo obtida é determinada a
538 nm.

4 - Reagentes:

Todos os reagentes devem ser de qualidade analitica.

4.1 - Reagentes de clarificag@o (estes reagentes ndo podem ser utilizados mais de
uma semana apos a sua preparagao):

4.1.1 - Reagente | (Carrez I):

Dissolver 106 g de ferrocianeto de potassio K 4sFe(CN)¢ . 3H .0 em &gua destilada
e completar a 1000 ml.

4.1.2 - Reagente II (Carrez I1):

Dissolver 219,5 g de acetato de zinco Zn(CH 3COQ) , . 2H ,0 e 30 ml de acido
acético glacial em dgua destilada e completar a 1000 ml.

4.2 - Solucgdo de nitrito de sodio:

Num baldo aferido de 1000 ml dissolver 0,500 g de nitrito de s6dio em agua
destilada e completar o volume. Diluir 10,0 ml desta solugdo mae a 500 ml. 1 ml desta
ultima solucdo = 10 g de NaNO,.

4.3 - Solugao de hidréxido de s6dio 1 N.

4.4 - Solucdo a 0,2% de cloridrato de sulfanilamida:

Dissolver 2 g de sulfanilamida em 800 ml de agua quente. Arrefecer e juntar 100
ml de HCI concentrado, agitando. Completar a 1000 ml.

4.5 - Acido cloridrico 5 N.

4.6 - Reagente de N-(a-naftilo):

Dissolver 0,1 g de dicloridrato de N-(a-naftilo-etilenodiamina) em agua e
completar a 100 ml. E preparado no proprio dia de utilizagéo.

5 - Aparelhagem:

5.1 - Balanga analitica.

5.2 - Baloes aferidos de 100 ml, 250 ml, 500 ml e 1000 ml.
5.3 - Pipetas aferidas.

5.4 - Provetas de 100 ml.

5.5 - Filtro de pregas isento de nitritos, de 15 cm de diametro.
5.6 - Banho-maria.

5.7 - Espectrofotometro com tinas de 1 cm de percurso optico.
5.8 - Potenciometro.

5.9 - Microbureta de 10 ml.

5.10 - Copo de 50 ml.

6 - Técnica:

6.1 - Pesar, com uma precisdo de cerca de 0,1 mg, cerca de 0,5 g (m) de amostra
homogeneizada e introduzi-los num copo de 250 ml. Diluir até um volume de cerca de
150 ml com agua destilada quente. Colocar o copo, durante meia hora, num banho-
maria a 80°C, agitando de vez em quando.

6.2 - Arrefecer a temperatura ambiente e juntar sucessivamente, agitando sempre,
2 ml do reagente de Carrez I (4.1.1) e 2 ml do reagente de Carrez II (4.1.2).

6.3 - Ajustar o pH a 8,3 no potencidémetro com uma solugdo de hidréxido de sodio
1 N. Transferir quantitativamente para um baldo aferido de 250 ml e completar o
volume com 4gua destilada.

6.4 - Misturar e filtrar por filtro de pregas (5.5).
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6.5 - Pipetar uma quantidade conveniente (V ml) do filtrado limpido, nao
ultrapassando 25 ml, para um baldo aferido de 100 ml e diluir com 4gua destilada até 60
ml.

6.6 - Misturar, adicionar 10,0 ml de cloridrato de sulfanilamida (4.4) e depois 6,0
ml de acido cloridrico 5 N (4.5). Misturar ¢ deixar repousar durante cinco minutos.
Juntar 2,0 ml do reagente N-(a-naftilo) (4.6), misturar ¢ deixar repousar durante trés
minutos. Completar a 100 ml e misturar.

6.7 - Preparar um ensaio em branco, repetindo as operagoes efectuadas nos n.os
6.5 e 6.6 sem adicao do reagente N-(a-naftilo) (4.6).

6.8 - Determinar (5.7) a densidade optica a 538 nm da solugdo da amostra (6.6)
em relagdo a solugdo correspondente ao ensaio em branco (6.7).

6.9 - Ler na curva de calibragdo (6.10) o teor em nitrito de sddio, em microgramas
por 100 ml de solugdo (m;), correspondente a densidade Optica determinada para a
amostra (6.8).

6.10 - Curva de calibracdo. Preparar com a solucdo de nitrito de sodio (4.2) uma
curva de calibragdo na gama de 0 ug-20 ug-40 ug-60 ug- -80 pg-100 pg de nitrito de
sodio por 100 ml.

7 - Célculo:
Calcular o teor da amostra em nitrito de s6dio, em percentagem de massa (m/m),
pela formula seguinte:

Percentagem de massa (m/m), de nitrito de sodio _250, m, -107° 100 S
V m V-m-40

em que:

m = massa, em gramas, da amostra submetida a analise (6.1);

m; = teor de nitrito de sdédio em microgramas, determinado segundo as
indicagdes do n.° 6.9;

V= mililitros de filtrado utilizados no n.® 6.5.

8 - Repetibilidade (segundo a norma ISO 5725):
Para um teor de nitrito de sodio de 0,2%, a diferenga entre os resultados de dois
doseamentos paralelos efectuados sobre a mesma amostra ndo deve ultrapassar 0,005%.

CAPITULO XXI
Nitrometano - Identificacio e doseamento

1 - Objectivo e campo de aplicacdo:

Este método ¢ aplicavel a identificagdo e ao doseamento do nitrometano nos
produtos cosméticos acondicionados sob forma de aerossol, para uma concentragdo
inferior ou igual a 0,3%.

2 - Definigao:

O teor da amostra em nitrometano determinado por este método ¢ expresso em

percentagem de massa (m/m) de nitrometano na totalidade do contetido de aerossol.

3 - Principio:
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O nitrometano ¢ identificado por reacgdo corada. O seu doseamento ¢ efectuado
por cromatografia em fase gasosa, ap6s adi¢do de um padrao interno.

4 - Identificagao:

4.1 - Reagentes:

Todos os reagentes devem ser de qualidade analitica.

4.1.1 - Solugdo de hidroxido de sédio 0,5 N.

4.1.2 - Reagente de Folin:

Dissolver em agua 0,1 g de sal sodico do acido 1,2-naftoquinona-4-sulfénico e
completar a 100 ml.

4.2 - Técnica:

Juntar 10 ml da solugdo do n.° 4.1.1 e 1 ml do reagente do n.° 4.1.2 a 1 ml de
amostra. Uma coloracdo violeta indica a presenga de nitrometano.

5 - Doseamento:
5.1 - Reagentes:

Todos os reagentes devem ser de qualidade analitica.

5.1.1 - Cloroférmio (padrdo interno 1).

5.1.2 - 2,4-dimetil-heptano (padrdo interno 2).

5.1.3 - Etanol a 95%.

5.1.4 - Nitrometano.

5.1.5 - Solucgdo padrao em cloroféormio:

Num baldo aferido de 25 ml previamente tarado introduzir cerca de 650 mg de
cloroférmio (5.1.1). Pesar de novo com cuidado o baldo e o seu contetido. Completar o
volume com etanol a 95% (5.1.3). Pesar ¢ calcular a percentagem em massa de
cloroféormio nesta solugao.

5.1.6 - Soluc¢do padrao com dimetil-heptano:

Proceder como para a solucdo padrio em cloroférmio, mas introduzir 270 mg de
2,4-dimetil-heptano (5.1.2) num baldo aferido de 25 ml.

5.2 - Aparelhagem:

5.2.1 - Cromatodgrafo de fase gasosa, com detector de ioniza¢do de chama.

5.2.2 - Aparelhagem para a amostragem dos aerossois (frasco de transferéncia,
microsseringa, ligacdo, etc.), tal como ¢ descrita na 2.? parte.

5.2.3 - Material corrente de laboratdrio.

5.3 - Técnica:

5.3.1 - Preparagdo da amostra:

Num frasco de transferéncia de 100 ml previamente tarado e liberto de ar
(segundo a técnica descrita no n.° 5.4 da 2. parte) no qual se fez vacuo introduzir cerca
de 5 ml de um ou outro dos padrdes internos 5.1.5 ou 5.1.6.

Utilizar uma seringa de vidro de 10 ml ou 20 ml sem agulha, adaptada ao
dispositivo de recolha, segundo a técnica descrita no n.° 5 da 2.* parte. Segundo a
mesma técnica, introduzir no frasco cerca de 50 g do contetido da amostra de aerossol.
Pesar de novo, a fim de determinar a quantidade da amostra introduzida. Misturar
cuidadosamente. Injectar cerca de 10 ml, utilizando a microsseringa (5.2.2). Efectuar
cinco injecgdes.

5.3.2 - Preparagao do padrao:
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Num baldo aferido de 50 ml pesar com precisdo cerca de 500 mg de nitrometano
(5.1.4) em 500 mg de cloroférmio (5.1.1) ou 210 mg de 2,4-dimetil-heptano (5.1.2).
Completar o volume com etanol a 95% (5.1.3).

Misturar cuidadosamente. Introduzir 5 ml desta solu¢do num baldo aferido de 20
ml e completar o volume com etanol a 95% (5.1.3). Injectar cerca de 10 ml, utilizando a
microsseringa (5.2.2). Efectuar cinco injeccdes.

5.3.3 - Condig¢oes de cromatografia em fase gasosa:

5.3.3.1 - Coluna:

Trata-se de uma coluna constituida por duas partes, a primeira contendo
dodecilftalato em Gaschrome Q, como fase estacionaria, a segunda Ucon 50 HB 280 X
em Gaschrome Q, como fase estaciondria. A coluna dupla assim preparada deve dar
uma resolugdo R igual ou superior a 1,5, partindo do principio de que:

Rzz.d'rz—d'r1
W +W,

em que:

r; € r2 = tempo de retengdo, em minutos;
W; e W, = largura dos picos a meia altura, em milimetros;
d' = velocidade do papel em milimetros/minuto.

A titulo de exemplo, sdo dadas as seguintes condigdes:
Parte A:

Coluna: aco inoxidavel;

Comprimento: 1,5 m;

Diametro: 3 mm;

Enchimento: 20% de dodecilftalato em Gaschrome Q 100-120 mesh;

Parte B:

Coluna: aco inoxidavel;

Comprimento: 1,5 m;

Diametro: 3 mm;

Enchimento: 20% de Ucon 50 HB 280 X em Gaschrome Q 100-120 mesh.

5.3.3.2 - Detector:

Ionizacdo de chama. O electrometro do detector deve ser regulado para uma
sensibilidade de 8 x 107°A.

5.3.3.3 - Temperaturas:

Injector: 150°C;
Detector: 150°C;
Coluna: entre 50°C e 80°C, segundo o tipo de coluna e a aparelhagem.

5.3.3.4 - Gas:

Gas de arrastamento: azoto;
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Pressdo: 2,1 b;
Débito: 40 ml/min.;
Detector: gas recomendado pelo fabricante.

6 - Calculos:
6.1 - Factor de resposta do nitrometano, calculado em referéncia ao padrao interno
utilizado.
Se n representa o nitrometano:
k, = o factor de resposta;
m', = a sua massa, em gramas, na mistura;
S, = a area do seu pico;

e se C representa o padrdo interno, cloroformio ou 2,4-dimetil-heptano:

m'. = a sua massa, em gramas, na mistura;
S’ = a area do seu pico.

A férmula sera:

k, depende da aparelhagem.

6.2 - Concentragdo do nitrometano na amostra:
Se n representa o nitrometano:

k » = o factor de resposta;
S, = a area do seu pico;

e se C representa o padrao interno, cloroférmio ou 2,4-dimetil-heptano:

m. = a massa, em gramas, na mistura;
S. = a area do seu pico;

e se c representa o padrdo interno, cloroférmio ou 2,4-dimetil-heptano:
m. = a massa, em gramas, na mistura;
S. = a area do seu pico;
M, = a massa, em gramas, da amostra de aerossol transferida.

A percentagem (m/m) de nitrometano na amostra sera igual a:

m, K,-S§,

cn

M

-100

c

7 - Repetibilidade (segundo a norma ISO 5725):
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Para um teor em nitrometano da ordem de 0,3% (m/m), a diferenga entre os
resultados de dois doseamentos paralelos efectuados sobre a mesma amostra ndao deve
ultrapassar 0,03%.

CAPITULO XXII
Quinina - Identificacdo e doseamento
A - Identificaciao

1 - Objectivo e campo de aplicacdo:
Este método € destinado a por em evidéncia a presenga de quinina nos champos e
logdes capilares.

2 - Principio:

A identificagdo efectua-se por cromatografia em camada fina de gele de silica e é
revelado pela fluorescéncia azul da quinina em meio acido a 360 nm. Para posterior
confirmagdo, pode-se anular esta fluorescéncia por meio de vapores de bromo e fazer
segunda revelacdo pelos vapores de amoniaco, fazendo aparecer uma fluorescéncia
amarelada.

3 - Reagentes:

Todos os reagentes devem ser de qualidade analitica.

3.1 - Placas de gele de silica com espessura de 0,25 mm sem indicador de
fluorescéncia, formato 20 cm x 20 cm.

3.2 - Eluente: tolueno, éter, diclorometano e dietilamina (20:20:20:8, em volume).

3.3 - Metanol.

3.4 - Acido sulfurico a 96% (d;° =1,84)

3.5 - Eter:

3.6 - Revelador: juntar cuidadosamente 5 ml de acido sulfurico (3.4) a 95 ml de
éter (3.5) num recipiente refrigerado.

3.7 - Bromo.

3.8 - Amonia a 28% (d;° =1,84)

3.9 - Quinina anidra.

3.10 - Solugdo padrdo: pesar com precisdo cerca de 100 mg de quinina anidra
(3.9) e dissolvé-los em metanol (3.3) num baldo aferido de 100 ml.

4 - Aparelhagem:

4.1 - Equipamento corrente de cromatografia em camada fina.

4.2 - Banho de ultra-sons.

4.3 - Filtros Millipore FH 0,5 um, ou equivalente, com aparelhagem de filtracao
adequada.

5 - Técnica:

5.1 - Preparacdo da amostra:

Pesar com precisdo uma quantidade de produto cosmético susceptivel de conter
cerca de 100 mg de quinina. Introduzi-la num baldo aferido de 100 ml, dissolver ¢
completar o volume com metanol (3.3). Tapar ¢ deixar durante uma hora a temperatura
ambiente no banho de ultra-sons (4.2). Filtrar por membrana (4.3) e utilizar este filtrado
para a cromatografia.
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5.2 - Cromatografia em camada fina.

Aplicar sobre a placa de gele de silica (3.1) 1,0 ul de solugdo padrao (3.10) e 1,0
pl de solugdo da amostra 5.1. Desenvolver o cromatograma no percurso de 15 cm, numa
tina previamente saturada pelos vapores do eluente (3.2).

5.3 - Revelacgéo:

5.3.1 - Secar a placa a temperatura ambiente.

5.3.2 - Pulverizar com reagente (3.6).

5.3.3 - Deixar secar a placa durante uma hora a temperatura ambiente.

5.3.4 - Observar a placa sob radiagdo ultravioleta a 360 nm. A quinina aparece sob
a forma de uma mancha fluorescente azul intensa. A titulo de exemplo, o quadro
seguinte reproduz os valores de Rf dos principais alcaldides da quina, usando o mesmo
eluente (3.2):

Alcalbides Rf
QUINING......eeiivieiieiieieeie e 0,20
Quinidina........c.ocveeierreriieiieie e 0,29
Cinchonina.........ccccoeeveviiiiiieiiiieeees 0,33
Cinchonidina............ccoveevveeeveeeneeennenns 0,27
Hidroquinina..........cceeveveveneseneseancnns 0,17

5.3.5 - Para posterior confirmagdo da identificagdo da quinina, expde-se durante
cerca de uma hora a placa aos vapores de bromo (3.7); a fluorescéncia desaparece.
Expondo seguidamente a mesma placa aos vapores de amoniaco (3.8), as manchas
reaparecem com uma coloracdo castanha e, observando a placa sob raios ultravioletas a
360 nm, constata-se uma fluorescéncia amarelada. Limite de identificacdo: 0,1 pg de
quinina.

B - Doseamento

1 - Objectivo e campo de aplicacdo:

Este método descreve o doseamento da quinina nos champods e nas logdes
capilares. E o adequado para dosear, no maximo, 0,5% (m/m) nos champds e 0,2%
(m/m) nas logdes.

2 - Definigao:
O teor em quinina avaliado por este método € expresso em percentagem de massa
(m/m) do produto.

3 - Principio:
Apos tratamento adequado do produto a analisar, o doseamento ¢ efectuado por
cromatografia liquida a alta pressdo (HPLC).

4 - Reagentes:

Todos os reagentes devem ser de qualidade analitica. Devem, nomeadamente, ser
adequados para a cromatografia liquida a alta pressao.

4.1 - Acetonitrilo.

4.2 - Di-hidrogeno-ortofosfato de potassio KH,PO,.

4.3 - Acido ortofosforico a 85% (d;° =1,7)
4.4 - Brometo de tetrametilamonio.
4.5 - Quinina anidra.
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4.6 - Metanol.

4.7 - Solucdo de acido ortofosforico 0,1 M: dissolver 11,53 g de acido
ortofosforico (4.3) em 1000 ml de dgua destilada num baldo aferido.

4.8 - Solugdo de di-hidrogeno-ortofosfato de potassio 0,1 M: dissolver 13,6 g de
di-hidrogeno-ortofosfato de potassio (4.2) em 1000 ml de agua destilada num baldo
aferido.

4.9 - Solucdo de brometo de tetrametilamoénio 0,1 M: dissolver 15,40 g de
brometo de tetrametilamonio (4.4) em 1000 ml de 4gua destilada num balao aferido.

4.10 - FEluente: &acido ortofosforico 0,1 M (4.7), di-hidrogeno-ortofosfato de
potassio 0,1 M (4.8), brometo de tetrametilamoénio 0,1 M (4.9), 4gua para HPLC e
acetonitrilo (4.1) (10:50:100:340:90, em volume).

A composi¢ao da fase movel pode ser modificada de tal maneira que o factor de
resolucdo R seja igual ou superior a 1,5:

_, d'R,—d'R
W+,

R
em que:

R; e R > =tempo de retengdo, expresso em minutos, de dois picos consecutivos;
W; e W, = largura dos picos a meia altura, expressa em milimetros;
d' = velocidade do papel em milimetros/minuto.

4.11 - Silica octadecilsilanisada de granulometria 10 pum.

4.12 - Solugdes padrdo: numa sériec de baldes aferidos de 100 ml, pesar
sucessivamente, com precisdo, 5,0 mg, 10,0 mg, 15,0 mg ¢ 20,0 mg de quinina anidra
(4.5). Completar o volume com metanol (4.6) e agitar até dissolucdo. Filtrar cada
solugdo por filtro (5.5) de 0,5 um.

5 - Aparelhagem:

5.1 - Material corrente de laboratério.

5.2 - Banho de ultra-sons.

5.3 - Cromatégrafo em fase liquida a alta pressdo com detector de ultravioleta
com comprimento de onda variavel.

5.4 - Coluna em acido inoxidavel: comprimento: 25 cm; didmetro interior: 4,6
mm; enchimento: silica octadecilsilanisada (4.11).

5.5 - Filtro Millipore FH 0,5 pum, ou equivalente, com dispositivo de filtracao
apropriado.

6 - Técnica:

6.1 - Preparacdo da amostra:

Pesar com precisdo num baldo aferido de 100 ml uma quantidade de amostra
correspondente a cerca de 10 mg de quinina anidra. Juntar 20 ml de metanol (4.6) e
colocar o baldo durante vinte minutos num banho de ultra-sons (5.2). Completar o
volume com metanol (4.6). Homogeneizar a solucdo e filtrar uma parte aliquota por
membrana (5.5).

6.2 - Condigdes da cromatografia:

Débito da fase mével (4.10): 1,0 ml/min.;
Deteccao: 332 nm;
Quantidade a injectar: 10,0 pl da solucdo filtrada (6.1);
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Medicao da area do pico.

6.3 - Curva de calibragao:

Introduzir pelo menos trés vezes 10,0 ul de cada uma das solugdes padrio (4.12).
Medir a area do pico e calcular o seu valor médio para cada concentracdo. Tracar a
curva de calibracdo.

7 - Célculo:

7.1 - A partir da curva de calibracdo (6.3), calcular a quantidade de quinina anidra,
expressa em microgramas, contida no volume injectado.

7.2 - A concentracdo em quinina anidra na amostra, em percentagem de massa, ¢
obtida pela formula seguinte:

.. . B
Percentagem (m/m) de quinina anidra = »

em que:

B = quantidade, em microgramas, de quinina anidra contida em 10 pl da
solucdo filtrada (6.1);
A = massa da amostra 6.1, expressa em gramas.

8 - Repetibilidade (segundo a norma ISO 5725):

Para um teor em quinina anidra da ordem de 0,5% (m/m), a diferenga entre os
resultados de dois doseamentos paralelos efectuados na mesma amostra ndo deve ser
superior a 0,02%.

Para um teor em quinina anidra da ordem de 0,2% (m/m), a diferenca entre os
resultados de dois doseamentos paralelos efectuados na mesma amostra ndo deve ser
superior a 0,01%.

CAPITULO XXIII

Resorcina nos champds e nas locdes capilares
Doseamento

1 - Objectivo e campo de aplicacao:

Este método descreve o doseamento da resorcina nos champds e logdes capilares
por cromatografia em fase gasosa.

Aplica-se a concentragdes de 0,1% a 2,0% (m/m) do produto.

2 - Definigao:
O teor em resorcina determinado por este método ¢ expresso em percentagem da
massa de resorcinol.

3 - Principio:

A resorcina ¢ o 3,5-di-hidroxitolueno, utilizado como padréo interno, sdo isolados
da amostra por cromatografia em camada fina. Isolam-se os dois compostos destacando
o suporte e extraindo com metanol. Os residuos sdo em seguida secos, sinalizados e
doseados por cromatografia em fase gasosa.

4 - Reagentes:
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Todos os reagentes devem ser de qualidade analitica:

4.1 - Acido cloridrico a 25% (m/m).

4.2 - Metanol.

4.3 - Etanol a 96% (v/v).

4.4 - Placas de silica em suporte plastico ou de aluminio, com indicador
fluorescente, pré-preparadas e desactivadas.

Proceder da forma seguinte: vaporizar com agua as placas de silica até que se
tornem brilhantes. Seca-las a temperatura ambiente durante uma a trés horas.

Nota. - Se as placas nao forem desactivadas, pode haver perdas de resorcina por
adsorcao irreversivel sobre a silica.

4.5 - Eluente: acetona, cloroférmio e acido acético (20:75:5, em volume).

4.6 - Solucdo padrdo de resorcina: dissolver 400 mg de resorcina em 100 ml de
etanol a 96% (1 ml corresponde a 4000 pg de resorcina).

4.7 - Solugdo padrio interno: dissolver 400 mg de 3,5-di-hidroxitolueno (DHT)
em 100 ml de etanol a 96% (1 ml corresponde a 4000 pg de DHT).

4.8 - Mistura padrdo: misturar 10 ml de solucdo do n.° 4.6 ¢ 10 ml de solugdo do
n.° 4.7 num baldo aferido de 100 ml, completar o volume com etanol a 96% e misturar
(1 ml corresponde a 400 pg de resorcina e 400 pg de DHT).

4.9 - Reagentes de sinalizagao:

4.9.1 - N-O-bis-(trimetilsilil) trifluoracetamida (BSTFA).

4.9.2 - Hexametildisilazano (HMDS).

4.9.3 - Trimetilclorosilano (TMCS).

5 - Aparelhagem:
5.1 - Equipamento corrente de cromatografia em camada fina e em fase gasosa.
5.2 - Material de vidro de laboratdrio.

6 - Técnica:

6.1 - Preparacdo da amostra:

6.1.1 - Pesar com precisdo, num copo de 150 ml, uma tomada de ensaio do
produto (m gramas) contendo cerca de 20 mg a 50 mg de resorcina.

6.1.2 - Acidificar com acido cloridrico (4.1) (cerca de 2 ml a 4 ml). Juntar 10 ml
(40 mg de DHT) de padrao interno (4.7) e misturar. Transferir para um baldo aferido de
100 ml com a ajuda de etanol. Completar o volume com etanol (4.3) e misturar.

6.1.3 - Aplicar 250 pl da solugdo do n.° 6.1.2 numa placa de silica desactivada
(4.4), sobre uma linha continua com cerca de 8 cm de comprimento. Tomar cuidado
para obter uma banda tdo estreita quanto possivel.

6.1.4 - Colocar, separadamente e da mesma maneira (6.1.3), na mesma placa, 250
pl de mistura padrao (4.8).

6.1.5 - Sobre a linha de partida, aplicar duas gotas de 5 pl de cada solugdo dos
n.os 4.6 e 4.7 para facilitar a localizagdo ap6s o desenvolvimento da placa.

6.1.6 - Numa tina ndo saturada, desenvolver a placa com o eluente (4.5) até que
tenha percorrido 12 cm depois da linha de partida (quarenta e cinco minutos). Secar a
placa ao ar e localizar a zona resorcina/DHT com luz UV de 254 nm. Os dois
compostos tém aproximadamente o mesmo valor de Rf. Destacar as bandas assim
marcadas e juntar o adsorvente de cada uma num matras de 10 ml.

6.1.7 - Extrair o adsorvente que contém a amostra ¢ o que contém a mistura
padrdo da seguinte maneira: juntar 2 ml de metanol (4.2) e extrair durante uma hora,
agitando continuamente. Filtrar a mistura e repetir a extrac¢do, durante quinze minutos,
com 2 ml de metanol (4.2).
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6.1.8 - Evaporar o solvente da totalidade dos extractos, colocando-os durante uma
noite num exsicador, a pressdo reduzida, com um exsicante adequado. Nao evaporar
com calor.

6.1.9 - Sinalizar os residuos (6.1.8) como indicado no n.° 6.1.9.1 ouno n.® 6.1.9.2.

6.1.9.1 - Juntar 200 pul de BSTFA (4.9.1) ¢ deixar a mistura num recipiente
fechado a temperatura ambiente durante doze horas.

6.1.9.2 - Juntar sucessivamente 200 pul de HMDS (4.9.2) e 100 pl de TMCS
(4.9.3) e aquecer a mistura durante trinta minutos a 60°C num recipiente fechado.
Arrefecer.

6.2 - Cromatografia em fase gasosa:

6.2.1 - Condig0es operatorias:

A fase estacionaria deve permitir um grau de resolucdo igual ou superior a 1,5:

_, d'R—d'R,
W+ W,

R
em que:

R; e R, =tempo de retengdo, expresso em minutos, de dois picos;
W; e W, = largura dos mesmos picos a meia altura;

— v . By o,
d' = velocidade do papel em milimetros/minuto

As condigdes operatdrias seguintes permitem obter este resultado:

Coluna: aco inoxidavel;

Comprimento: 200 cm;

Diametro: 3 mm;

Enchimento: 10% OV 17 em Chromosorb WAW 100-120 mesh;
Detector de ionizagdo de chama,;

Temperaturas:

Coluna: 185°C (isotérmica);
Injector: 250°C;
Detector: 250°C;

Gas de arrastamento: azoto;
Débito: 45 ml/min.

Para a regulagdo do débito de hidrogénio e do ar seguir as instrucdes do
fabricante.

6.2.2 - Injectar 1 pl a 3 pl das solugdes obtidas no n.° 6.1.9. Fazer cinco injec¢des
para cada solug@o. Medir a area dos picos de modo preciso e calcular a relagdo das
areas:

S = area do pico de resorcina/area do pico do DHT.
7 - Célculo:

A concentracdo da amostra em resorcina expressa em percentagem (% m/m) é
dada por:
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. 4 S amostra
Percentagem (m/m) de resorcina =—-

S mistura padrdo
cém que:

M = tomada de ensaio, em gramas (6.1.1);

S amostra = razdo média obtida para os picos da solu¢do amostra;

S mistura padréo = razdo média obtida para os picos da mistura padrdo segundo
on.”6.2.2.

8 - Repetibilidade (segundo a norma ISO 5725):
Para o teor em resorcina de 0,5% a diferenca entre os resultados de dois
doseamentos paralelos realizados com a mesma amostra ndo deve ultrapassar 0,025%.

CAPITULO XXIV
Sulfitos e hidrogenossulfitos inorganicos
Identificaciio e doseamento
Objectivo e campo de aplicagdo:

O método descreve a identificacdo e o doseamento dos sulfitos e dos
hidrogenossulfitos inorganicos nos produtos cosméticos. E aplicavel somente aos
produtos que contém uma fase aquosa ou alcodlica e para teores até 0,2% expressos em
SO,.

A - Identificaciao

1 - Principio:
A amostra ¢ aquecida com &cido cloridrico e o anidrido sulfuroso libertado ¢
identificado pelo seu cheiro ou com o auxilio de um papel indicador.

2 - Reagentes:
2.1 - Acido cloridrico (4 M).
2.2 - Papel indicador com iodato de potassio-amido, ou outro papel indicador.

3 - Aparelhagem:
3.1 - Material corrente de laboratorio.
3.2 - Baldo de 25 ml provido de um refrigerante de refluxo, curto.

4 - Técnica:

4.1 - Introduzir no baldo (3.2) 2,5 g de amostra e 10 ml de acido cloridrico (2.1).

4.2 - Misturar e aquecer até a ebuligdo.

4.3 - Detectar o anidrido sulfuroso pelo cheiro ou por meio do papel indicador
(2.2).
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B - Doseamento

1 - Definigéo:
O teor da amostra em sulfito, ou em hidrogenossulfito, determinado por este
método é expresso em percentagem de massa de dioxido de enxofre.

2 - Principio:

Ap6s acidificacdo da amostra, o didoxido de enxofre libertado ¢ destilado e
recolhido numa solu¢do de perdxido de hidrogénio. O 4cido sulfurico formado ¢
doseado com auxilio de uma solugdo titulada de hidréxido de sodio.

3 - Reagentes:

Todos os reagentes devem ser de qualidade analitica.

3.1 - Peroxido de hidrogénio a 0,2% (m/v). Este reagente deve ser preparado
diariamente.

3.2 - Acido ortofosforico (d 2 =175)

3.3 - Metanol.

3.4 - Solugdo titulada de hidroxido de sédio: 0,01 M.

3.5 - Azoto.

3.6 - Indicador: mistura 1:1 (v/v) de vermelho de metilo (0,03% m/v em etanol) e
de azul de metileno (0,05% m/v em etanol). Filtrar a solugao.

4 - Aparelhagem:
4.1 - Material corrente de laboratorio.
4.2 - Aparelho de destilagdo (v. esquema).

5 - Técnica:

5.1 - Pesar com precisdo cerca de 2,5 g de amostra e introduzi-los no baldo de
destilagdo A (v. esquema).

5.2 - Juntar 60 ml de 4gua a 50 ml de metanol (3.3) e misturar.

5.3 - Introduzir 10 ml de peréxido de hidrogénio (3.1), 60 ml de dgua e algumas
gotas de indicador (3.6) no recipiente D, destinado a receber o destilado (v. esquema).
Juntar algumas gotas de hidréxido de sodio (3.4), até que o indicador vire para verde.

5.4 - Proceder da mesma maneira no frasco lavador E (v. esquema).

5.5 - Ligar o aparelho e regular o débito de azoto (3.5) para cerca de 60 bolhas por
minuto.

5.6 - Introduzir pelo funil 15 ml de acido ortofosforico (3.2) no frasco de
destilagdo A.

5.7 - Aquecer rapidamente a ebulicdo e deixar ferver regularmente durante trinta
minutos.
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Aparelho para destilacio do anidrido sulfuroso segundo Tanner
(todas as dimensoes sdo dadas em milimetros)

5.8 - Retirar o recipiente D que contém o destilado. Lavar o tubo e, seguidamente,

titular por meio de uma solugdo de hidroxido de sédio (3.4), até que o indicador (3.6)
vire para verde.

6 - Calculo:

Calcular o teor em sulfito ou em hidrogenossulfito da amostra em percentagem de
massa por meio da seguinte formula:

Percentagem (m/m) de didxido de enxofre = 3,2 MV

m
em que:

M = concentra¢do molar da solugdo de hidroxido de sodio (3.4);

V' = volume (em mililitros) de hidroxido de sodio (3.4) necessario para a
titulacao (5.8);

m = massa (em gramas) da amostra (5.1).

7 - Repetibilidade (segundo a norma ISO 5725):

Para um teor em dioxido de enxofre de 0,2% (m/m), a diferenca entre os

resultados de dois doseamentos paralelos efectuados na mesma amostra ndo deve
ultrapassar 0,006%.

CAPITULO XXV

Sulfuretos alcalinos e alcalinoterrosos - Doseamento

1 - Objectivo e campo de aplicacao:

O método descreve o doseamento dos sulfuretos nos produtos cosméticos. A

presenga de tidis ou de outras substancias redutoras (incluindo os sulfitos) ndo tem
influéncia.
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2 - Definigéo:
O teor da amostra em sulfureto determinado segundo este método € expresso em
percentagem de massa (m/m) de enxofre.

3 - Principio:

Ap6s acidificagdo do meio, o sulfureto de hidrogénio formado ¢é arrastado por
uma corrente de azoto e seguidamente fixado sob a forma de sulfureto de caddmio. Este,
apos filtracdo e lavagem, ¢ doseado por iodometria.

4 - Reagentes:
Todos os reagentes devem ser de qualidade analitica.

4.1 - Acido cloridrico concentrado (&}’ =1,19)

4.2 - Solugao titulada de tiossulfato de sodio 0,1 N.
4.3 - Solugdes de iodo 0,1 N.

4.4 - Sulfureto dissodico.

4.5 - Di(acetato) de cadmio.

4.6 - Aménia concentrada (d;° = 0,90)

4.7 - Solugdo amoniacal de di(acetato) de cadmio: dissolver 10 g de di(acetato) de
cadmio (4.5) em cerca de 50 ml de agua, juntar amonia (4.6) até a redissolucdo do
precipitado (cerca de 20 ml) e completar a 100 ml com agua.

4.8 - Azoto.

4.9 - Solu¢do de amoniaco 1 M.

5 - Aparelhagem:

5.1 - Material corrente de laboratorio.

5.2 - Baldo de 100 ml com trés tubuladuras esmeriladas normalizadas.

5.3 - Dois matrases de 150 ml, com rolha esmerilada, munidos de um dispositivo
que comporta um tubo mergulhador e uma tubuladura lateral para a libertacao do gas de
arrastamento.

5.4 - Funil de tubo comprido.

6 - Técnica:

6.1 - Arrastamento dos sulfuretos:

6.1.1 - Escolher uma embalagem que ndo tenha sido aberta. Pesar com exactiddo
no baldo (5.2) uma quantidade de produto correspondente, no maximo, a 30 mg de ides
de sulfureto. Introduzir 60 ml de agua e duas gotas de liquido antiespuma.

6.1.2 - Em cada um dos dois matrases (5.3), introduzir 50 ml da solugéo 4.7.

6.1.3 - Adaptar ao baldo (5.2) uma ampola de decantagdo, o tubo mergulhador ¢ o
tubo de libertacdo de gases (5.3). Ligar, com a ajuda de um tubo de PVC, o tubo de
libertagdo aos dois matrases colocados em série (5.3).

Nota. - Verificar a impermeabilidade da montagem do modo seguinte: nas
condi¢des do ensaio, substituir o produto a dosear por 10 ml de uma solucdo de
sulfureto preparada a partir do n.° 4.4 contendo x mg de sulfureto (determinado por
iodometria). Seja y o numero de miligramas de sulfureto encontrado no fim do ensaio.
O desvio entre estas duas quantidades, x ¢ y, ndo deve ser superior a 3%.

6.1.4 - Fazer passar o azoto (4.8) a um débito de duas bolhas por segundo durante
quinze minutos, para expulsar o ar contido no baldo (5.2).
6.1.5 - Aquecer o baldo a 85°C + 5°C.
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6.1.6 - Suspender a corrente de azoto e juntar, gota a gota, 40 ml de acido
cloridrico (4.1).

6.1.7 - Restabelecer a corrente de azoto (4.8) quando a quase totalidade do acido
se espalhou, deixando na ampola um minimo de solucdo, para evitar as fugas de
sulfureto de hidrogénio.

6.1.8 - Suspender o aquecimento passados trinta minutos e deixar arrefecer o
baldo (5.2), continuando a fazer passar a corrente de azoto (4.8) durante, pelo menos,
uma hora e trinta minutos.

6.2 - Titulagao:

6.2.1 - Filtrar o sulfureto de cadmio por filtro colocado num funil de tubo
comprido (5.4).

6.2.2 - Lavar os matrases (5.3) em primeiro lugar com uma solugdo amoniacal 1
M (4.9) e deita-la sobre o filtro; lavar seguidamente com 4gua e utilizar esta d4gua para
lavar o precipitado retido sobre o filtro.

6.2.3 - Terminar a lavagem do precipitado com 100 ml de agua.

6.2.4 - Colocar o filtro de papel no primeiro matras que conteve o precipitado.
Juntar 25 ml (n;) da solucao de iodo 0,1 N (4.3), cerca de 20 ml de acido cloridrico (4.1)
e 50 ml de 4gua.

6.2.5 - Dosear o iodo em excesso com a solugdo titulada de tiossulfato de sodio
0,1 N (4.2). Seja n; o nimero de mililitros utilizado.

7 - Calculo:
O teor de sulfuretos da amostra expresso em percentagem de massa de enxofre
(m/m) ¢ calculado pela formula seguinte:

Percentagem (m/m) de enxofre = w
m

em que:

n; =namero de mililitros da solucdo titulada de iodo utilizado (4.3);

x; =normalidade desta solucéo;

n, = numero de mililitros de solugdo titulada de tiossulfato de sodio (4.2).
x> =normalidade desta solucéo;

m = massa da tomada de ensaio (6.1.1), expressa em gramas.

8 - Repetibilidade (segundo a norma ISO 5725):

Para um teor em sulfuretos da ordem de 2% (m/m), a diferenca entre os resultados
de dois doseamentos paralelos efectuados sobre a mesma amostra ndo deve ultrapassar
0,2%.

CAPITULO XXVI
Tosilcloramida sédica (cloramina T) - Doseamento
1 - Objectivo e campo de aplicagdo:
O método descreve o doseamento da tosilcloramida sddica total (cloramina T) nos

produtos cosméticos por cromatografia em camada fina.

2 - Definigao:
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O teor da amostra em cloramina T estabelecido por este método € expresso em
percentagem de massa (m/m).

3 - Principio:

Em meio cloridrico a quente, a cloramina T hidrolisa-se totalmente em 4-tolueno-
sulfonamida. A quantidade de 4-tolueno-sulfonamida formada ¢ doseada por
fotodensitometria apos cromatografia em camada fina.

4 - Reagentes:

Todos os reagentes devem ser de qualidade analitica.

4.1 - Tosilcloramida sodica (cloramina T).

4.2 - Solugdo padrao de 4-tolueno-sulfonamida: dissolver 50 mg de 4-tolueno-
sulfonamida em 100 ml de etanol (4.5).

4.3 - Acido cloridrico a 37% (m/m) d;” =1,18)

4.4 - Eter.

4.5 - Etanol a 96% (v/v).

4.6 - Eluente:

4.6.1 - 1-butanol, etanol a 96% (4.5) e 4gua (40:4:9, em volume).

4.6.2 - Cloroférmio e acetona (6:4, em volume).

4.7 - Placas para cromatografia em camada fina de silicagele 60 sem indicador de
fluorescéncia.

4.8 - Permanganato de potassio.

4.9 - Acido cloridrico a 15% (m/m).

4.10 - Reagente de pulverizacdo: solucdo a 1% (m/v) de o-toluidina em etanol
(4.5).

5 - Material:

5.1 - Material corrente de laboratorio.

5.2 - Material corrente para cromatografia em camada fina.
5.3 - Fotodensitometro.

6 - Técnica:

6.1 - Hidrolise:

Pesar com exactiddo, num baldo de 50 ml, cerca de 1 g(m) de amostra, juntar 5 ml
de 4gua e 5 ml de acido cloridrico (4.3) e ferver durante uma hora sob refluxo.
Transferir imediatamente a suspensao ainda quente, com agua, para um baldo aferido de
50 ml. Arrefecer e completar o volume com agua. Centrifugar pelo menos cinco
minutos a 3000 rpm e filtrar o produto sobrenadante.

6.2 - Extracgao:

6.2.1 - Retirar 30 ml do filtrado e extrair trés vezes com 15 ml de éter dietilico
(4.4). Secar, se necessario, as fases etéreas e recolhé-las num baldo aferido de 50 ml.
Completar o volume com éter dietilico (4.4).

6.2.2 - Retirar 25 ml do extracto etéreo, evaporar a secura sob corrente de azoto.
Retomar o extracto com 1 ml de etanol (4.5).

6.3 - Cromatografia em camada fina:

6.3.1 - Aplicar sobre uma placa de silicagele 60 (4.7) 20 pl do residuo dissolvido
no etanol (6.2). Aplicar do mesmo modo 8 pl, 12 pl, 16 pl e 20 pl da solucdo padrao de
4-tolueno-sulfonamida (4.2).

6.3.2 - Desenvolver seguidamente at¢ uma altura aproximada de 15 cm com
eluente (4.6.1 ou 4.6.2).
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6.3.3 - Apds evaporagdo completa do eluente, colocar a placa durante dois a trés
minutos numa atmosfera de vapores de cloro, obtida do seguinte modo: juntam-se cerca
de 100 ml de acido cloridrico (4.9) a cerca de 2 g de permanganato de potassio (4.8)
num recipiente fechado. Expulsar o excesso de cloro, aquecendo a placa a 100°C
durante cinco minutos. Pulverizar o reagente sobre a placa (4.10).

6.4 - Determinacao:

Ap6s cerca de uma hora, medir a intensidade da coloracdo das manchas violetas
por fotodensitometria a 525 nm (5.3).

6.5 - Estabelecimento da curva de calibragao:

A partir da altura dos picos obtidos, tragar a recta de afericdo em funcao das
quantidades (4 ug, 6 pg, 8 (mi)g e 10 pg de 4-tolueno-sulfonamida).

7 - Nota. - O método pode ser controlado a partir de solugdes a 0,1% ou 0,2% de
cloramina T (4.1) tratadas nas mesmas condi¢des que a amostra (6).

8 - Calculo:
O teor de cloramina T na amostra expresso em percentagem de massa (m/m) ¢
calculado pela formula seguinte:

1,33-a
60-m

Percentagem (m/m) de cloramina T =

onde:

1,33 = factor de conversdo de 4-tolueno-sulfonamida em cloramina T;

a(ng) = quantidade de 4-tolueno-sulfonamida expressa em microgramas na
amostra e lida na recta de calibracao;

m(ug) = massa da tomada de ensaio, expressa em gramas

9 - Repetibilidade (segundo a norma ISO 5725):

Para um teor em cloramina T da ordem de 0,2% (m/m), a diferenca entre os
resultados de dois doseamentos paralelos efectuados sobre a mesma amostra ndo deve
ultrapassar 0,03%.

CAPITULO XXVII
Zinco - Doseamento

1 - Objectivo e campo de aplicacao:

Este método descreve o doseamento do zinco presente nos produtos cosméticos
sob a forma de cloreto, sulfato, fenolsulfato ou de combinagbes de varios sais em
questao.

2 - Definigdo:
O teor em zinco da amostra, determinado por gravimetria de 2-metil-8-
oxiquinoleato de zinco, é expresso em percentagem de massa (m/m) de zinco.

3 - Principio:
O zinco em solucdo ¢é precipitado, em meio acido, sob a forma de 2-metil-8-
oxiquinoleato. Apos filtracdo e secagem, o precipitado é pesado.
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4 - Reagentes:

Todos os reagentes devem ser de qualidade analitica.

4.1 - Amonia concentrada a 25% (m/m): (ver documento original).

4.2 - Acido acético glacial.

4.3 - Acetato de amonio.

4.4 - 2-metil-8-oxiquinoleina.

4.5 - Solucdo de amonia a 6% (m/v). Deitar 240 g de amodnia concentrada (4.1)
num baldo graduado de 1000 ml, completar com agua destilada e misturar.

4.6 - Solugdo de acetato de amonio 0,2 M. Dissolver num baldo aferido de 1000
ml 15,4 g de acetato de amoénio (4.3) com dgua destilada. Completar com dgua destilada
€ misturar.

4.7 - Solugdo de 2-metil-8-oxiquinoleina. Num baldo aferido de 100 ml dissolver
5 g de 2-metil-8-oxiquinoleina em 12 ml de acido acético glacial. Perfazer até ao trago
com agua destilada e misturar.

5 - Aparelhagem:

5.1 - Baldes aferidos de 100 ml e 1000 ml.

5.2 - Copos de vidro de 400 ml.

5.3 - Provetas graduadas de 50 ml e 150 ml.

5.4 - Pipetas graduadas de 10 ml.

5.5 - Cadinhos filtrantes em vidro G-4.

5.6 - Frascos para filtracao sob vacuo de 500 ml.

5.7 - Trompa de 4gua.

5.8 - Termometro graduado de 0°C a 100°C, pelo menos.

5.9 - Exsicador contendo um exsicante apropriado com indicador higrométrico,
por exemplo, gele de silica ou equivalente.

5.10 - Estufa, regulada numa temperatura de 150°C + 2°C.

5.11 - Potencidémetro.

5.12 - Placa de aquecimento.

5.13 - Papel de filtro Whatman n.° 4, ou equivalente.

6 - Técnica:

6.1 - Pesar 5 g a 10 g (M) da amostra a examinar, que devem conter 50 mg a 100
mg de zinco, e colocar num copo de 400 ml; juntar 50 ml de agua destilada e misturar.

6.1.1 - Filtrar com o auxilio de uma bomba de vacuo, se necessario, e separar o
filtrado.

6.1.2 - Repetir de novo a extrac¢do com 50 ml de dgua destilada. Filtrar e misturar
os filtrados.

6.2 - Acrescentar 2 ml de solucdo de 2-metil-8-oxiquinoleina (4.7) por dezena de
miligrama de zinco contido na solugédo 6.1.2 e misturar.

6.3 - Diluir com 150 ml de 4gua destilada, levar com 5.12 a temperatura da
solugdo a 60°C e acrescentar, agitando, 45 ml da solu¢do de acetato de amonio 0,2 M
(4.6).

6.4 - Agitando sempre, levar o pH da solucdo a 5,7-5,9 com solu¢do de amoniaco
(4.5); controlar o pH da solugdo por meio de um potenciometro.

6.5 - Deixar repousar trinta minutos, aspirar a solu¢do, por meio de uma trompa
de agua, através de um cadinho filtrante G-4, previamente seco (150°C) e tarado apds
arrefecimento (M,). Lavar o precipitado recolhido no cadinho com um total de 150 ml
de 4gua destilada aquecida a 95°C.

6.6 - Colocar o cadinho numa estufa regulada a 150°C e secar durante uma hora.
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6.7 - Retirar o cadinho da estufa, colocé-lo num exsicador (5.9) e determinar a sua
massa (M) ap6s ter voltado a temperatura ambiente.

7 - Calculo:
Calcular o teor em zinco da amostra em percentagem de massa (m/m) por meio da
formula:

(M, - M,)-17,12
M

Percentagem (m/m) de zinco =

na qual:

M = massa, em gramas, da frac¢do da amostra examinada no n.° 6.1;
M, = massa, em gramas, do cadinho filtrante vazio e seco (6.5);
M, = massa, em gramas, do cadinho filtrante ap6s precipitacdo (6.7).

8 - Repetibilidade (segundo a norma ISO 5725):
Para um teor em zinco da ordem de 1% (m/m), a diferenca entre os resultados de
dois doseamentos paralelos efectuados na mesma amostra ndo deve ultrapassar 0,1%.

CAPiTULO XXVIII
Nitrato de prata - Identificacdo e doseamento
A - Identificaciao

1 - Objectivo e campo de aplicacdo:
Este método descreve os ensaios para identificagdo do nitrato de prata como prata
nos produtos cosméticos aquosos.

2 - Principio:
A prata ¢ identificada pela formagdo do precipitado branco caracteristico do
cloreto de prata.

3 - Reagentes:

Todos os reagentes devem ser analiticamente puros.

3.1 - Solugdo de acido cloridrico 2 M.

3.2 - Solugdo de amonia:

Diluir a solucao concentrada de amonia (da = 0,88 g/ml) com igual quantidade de
agua e homogeneizar.

3.3 - Solugdo de acido nitrico 2 M.

4 - Material e equipamento:
4.1 - Material corrente de laboratério.
4.2 - Centrifuga.

5 - Técnica:

® os capitulos XXVIII, XXIX, XXX, XXXI, XXXII, XXXIIl, XXXIV e XXXV, foram aditados pela Portaria n.°
1192/97, de 22 de Novembro.
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5.1 - Num tubo de centrifuga, adicionar a cerca de 1 ml da amostra algumas gotas
de solugdo de 4cido cloridrico (3.1) até completa formagdo de precipitado; agitar e
centrifugar.

5.2 - Retirar o liquido sobrenadante e lavar o precipitado com cinco gotas de agua
fria. Rejeitar a agua de lavagem.

5.3 - Adicionar ao tubo de centrifuga que contém o precipitado igual volume de
agua. Aquecer até a ebulicdo e agitar.

5.4 - Centrifugar enquanto quente; rejeitar o liquido sobrenadante.

5.5 - Adicionar ao precipitado algumas gotas de solu¢cdo de amoénia (3.2); agitar e
centrifugar.

5.6 - Num vidro de reldgio, colocar uma gota do liquido sobrenadante e algumas
gotas de solugdo de acido nitrico 2 M (3.3).

5.7 - A formagdo de um precipitado branco indica a presenga de prata.

B - Doseamento

1 - Objectivo e campo de aplicacao:

Este método aplica-se ao doseamento do nitrato de prata como prata em produtos
cosméticos aquosos, tais como os utilizados para coloracdo das pestanas ou das
sobrancelhas.

2 - Principio:
A prata ¢ doseada por espectrometria de absor¢do atomica.

3 - Reagentes:

Todos os reagentes devem ser analiticamente puros.

3.1 - Solugdo de acido nitrico 0,02 M.

3.2 - Solugdes mae de prata:

3.2.1 - Solugdo mae de prata 1000 pg/ml em solugdo de acido nitrico 0,5 M
(Spectrosol ou equivalente).

3.2.2 - Solugdo mae de prata 100 pg/ml: pipetar 10 ml de solu¢do mae (3.2.1) para
um baldo volumétrico de 100 ml.

Perfazer o volume com solucdo de acido nitrico 0,02 M (3.1) e agitar. Esta
solucdo mae devera ser preparada de fresco e conservada em frasco de vidro escuro.

4 - Material e equipamento:

4.1 - Material corrente de laboratorio.

4.2 - Espectrofotometro de absor¢do atomica equipado com uma lampada de
catodo oco de prata.

5 - Técnica:

5.1 - Preparacdo da amostra:

Para um baldo volumétrico de 1000 ml, pesar com exactiddo cerca de 0,1 g de
uma amostra homogénea do produto, perfazer o volume com a solugdo de 4cido nitrico
0,02 M (3.1) e agitar.

5.2 - Condigdes para espectrometria de absor¢do atémica:

Chama: ar/acetileno;
Comprimento de onda: 338,3 nm;
Correccao de fundo: sim;
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Condigdes da chama: fraca; para uma absorvéncia maxima serd necessaria a
optimizacdo do queimador e do fluxo do combustivel.

5.3 - Calibragdo:

5.3.1 - Pipetar respectivamente 1,0, 2,0, 3,0, 4,0 ¢ 5,0 ml da solu¢do padrdo de
prata (3.2.2) para baldes volumétricos de 100 ml.

Perfazer o volume em cada baldo com a solugdo de acido nitrico 0,02 M (3.1) e
agitar. As solucdes padrao assim obtidas contém, respectivamente, 1,0, 2,0, 3,0, 4,0 e
5,0 pg de prata por mililitro.

5.3.2 - Medir a absorvéncia da solugdo de acido nitrico 0,02 M (3.1). Este valor
representa o ponto zero da curva de calibragdo. Medir a absorvéncia de cada solugdo
padrdo de prata (5.3.1), registar os valores de absorvéncia e tragar a curva de calibracdo
relacionando os valores de absorvéncia com as concentragdes de prata.

5.4 - Doseamento:

Medir a absorvéncia da solucdo da amostra (5.1). Com base na curva de
calibragdo, determinar a concentragdo de prata correspondente ao valor de absorvéncia
obtido para a solucdo da amostra.

6 - Célculo:
O teor em nitrato de prata, em percentagem em massa (% m/m), ¢ dado pela
seguinte formula:

1,5748 % c

Percentagem (m/m) de nitrato de prata =
Oxm

em que:

m = massa da amostra expressa em gramas (5.1);
¢ = concentracdo de prata na solucdo de amostra (5.1), expressa em
microgramas por mililitro, obtida a partir da curva de calibragao.

7 - Repetibilidade (segundo a norma ISO 5725):

Para um teor em nitrato de prata de 4% (m/m), a diferenca entre os resultados de
duas determinacdes efectuadas em paralelo na mesma amostra ndo deve exceder 0,05%
(m/m).

CAPITULO XXIX

Bissulfureto de selénio em champds anticaspa
Identificacio e doseamento

A - Identificacao

1 - Objectivo e campo de aplicacao:
O presente método descreve a identificagdo do bissulfureto de selénio sob a forma
de selénio em champos anticaspa.

2 - Principio:
O selénio ¢ identificado pela cor caracteristica, entre o amarelo e o cor de laranja,
produzida pela reac¢do com ureia e iodeto de potassio.
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3 - Reagentes:

Todos os reagentes devem ser analiticamente puros.

3.1 - Acido nitrico concentrado (da = 1,42 g/ml).

3.2 - Ureia.

3.3 - Solugdo de iodeto de potassio a 10% (m/v): dissolver 10 g de iodeto de
potassio em 100 ml de agua.

4 - Material e equipamento:

4.1 - Material corrente de laboratorio.

4.2 - Tubo de digestdo com capacidade de 100 ml.

4.3 - Bloco de digestdo aquecido.

4.4 - Papel de filtro (Whatman n.° 42 ou equivalente) ou membrana filtrante de
0,45 mm.

5 - Técnica:

5.1 - Num tubo de digestdo (4.2) adicionar, a cerca de 1 g de champo, 2,5 ml de
acido nitrico concentrado (3.1) e deixar digerir no bloco de digestdo (4.3) aquecido a
150 C durante trinta minutos.

5.2 - Diluir a amostra digerida, até perfazer 25 ml, com agua e filtrar através de
papel de filtro ou de uma membrana filtrante de 0,45 um (4.4).

5.3 - A 2,5 ml do filtrado acrescentar 5 ml de agua e 2,5 g de ureia (3.2) e levar a
ebuli¢do. Deixar arrefecer e adicionar 1 ml de solugdo de iodeto de potassio (3.3).

5.4 - Em presenga do selénio produz-se uma cor entre o amarelo ¢ o cor de
laranja, que escurece rapidamente.

B - Doseamento

1 - Objectivo e campo de aplicacao:
O presente método aplica-se ao doseamento do bissulfureto de selénio sob a forma
de selénio em champds anticaspa que contém até 4,5% (m/m) de bissulfureto de selénio.

2 - Principio:
O selénio ¢ determinado por espectrometria de absor¢do atomica apds digestdo
pelo acido nitrico.

3 - Reagentes:

Todos os reagentes devem ser analiticamente puros.

3.1 - Acido nitrico concentrado (dao = 1,42 g/ml).

3.2 - Solugdo de acido nitrico a 5% (v/v): juntar 50 ml de acido nitrico
concentrado (3.1) a 500 ml de agua, num copo, agitando continuamente. Transferir esta
solugdo para um baldo volumétrico de 1 1 e perfazer o volume com agua.

3.3 - Solug¢do mae de selénio 1000 (mi)g/ml, em solugdo de acido nitrico 0,5 M
(Spectrosol ou equivalente).

4 - Material e equipamento:

4.1 - Material corrente de laboratorio.

4.2 - Tubo de digestdo com capacidade de 100 ml.

4.3 - Bloco de digestdo aquecido.

4.4 - Papel de filtro (Whatman n.° 42 ou equivalente) ou membrana filtrante de
0,45 um.
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4.5 - Espectrofotometro de absorcdo atomica equipado com uma lampada de
catodo oco de selénio.

5 - Técnica:

5.1 - Preparacdo da amostra:

5.1.1 - Pesar com exactiddo cerca de 0,2 g (m gramas) de uma amostra homogénea
de champd e introduzir num tubo de digestao (4.2).

5.1.2 - Juntar 5 ml de acido nitrico concentrado (3.1) e digerir a 150 C durante
uma hora num bloco de digestdo (4.3).

5.1.3 - Deixar arrefecer e diluir a 100 ml com agua. Filtrar a amostra diluida por
um filtro ou uma membrana filtrante de 0,45 pum (4.4). Reservar o filtrado para o
doseamento.

5.2 - Condigdes para espectrometria de absor¢ao atémica:

Chama: ar/acetileno;

Comprimento de onda: 196,0 nm;

Correccao de fundo: sim;

Condic¢des da chama: fraca; para uma absorvéncia maxima serd necessaria a
optimizacdo do queimador e do fluxo do combustivel.

5.3 - Calibragao:

5.3.1 - Pipetar respectivamente 1,0, 2,0, 3,0, 4,0 ¢ 5,0 ml da solucdo mae de
selénio (3.3) para baldes volumétricos de 100 ml. Perfazer, em cada baldo, o volume
com solucdo de acido nitrico a 5% (v/v) (3.2) e agitar. As solugdes assim obtidas
contém, respectivamente, 10, 20, 30, 40 e 50 (mi)g de selénio por mililitro.

5.3.2 - Medir a absorvéncia de uma solugédo de acido nitrico a 5% (v/v) (3.2). Este
valor representa o ponto zero da curva de calibracdo.

Medir a absorvéncia de cada solugdo padrdo de selénio (5.3.1) e registar os
valores da absorvéncia. Tracar a curva de calibracdo relacionando os valores de
absorvéncia com os de concentragdo de selénio.

5.4 - Doseamento:

Medir a absorvéncia da solugdo da amostra (5.1.3).

Com base na curva de calibracdo, determinar a concentragdo de selénio
correspondente ao valor de absorvéncia obtida.

6 - Célculo:
O teor de bissulfureto de selénio da amostra, em percentagem em massa (% m/m),
¢ dada pela a seguinte formula:

1,812xc

Percentagem (m/m) de bissulfureto de selénio =
00xm

em que:
m = massa da amostra expressa em gramas (5.1.1);
¢ = concentracdo de selénio na solugdo de amostra (5.1.3), expressa em

microgramas por mililitro, obtida da curva de calibracao.

7 - Repetibilidade (segundo a norma ISO 5725):
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Para um teor de bissulfureto de selénio de 1% (m/m), a diferenca entre os
resultados de duas determinacgdes efectuadas em paralelo sobre a mesma amostra nao
deverd exceder 0,05% (m/m).

CAPITULO XXX

Bario e estroncio soliveis em pigmentos que se apresentam sob a forma de
sais ou lacas - Doseamento

A - Doseamento do bario solavel

1 - Objectivo e campo de aplicacio:
Este método descreve a técnica para a extraccdo e doseamento do bario soluvel
em pigmentos na forma de sais ou lacas.

2 - Principio:

O pigmento ¢ extraido com solu¢do de acido cloridrico 0,07 M em condigdes
definidas e a quantidade de bario no solvente de extrac¢do ¢ determinada por
espectrometria de absor¢do atomica.

3 - Reagentes:

Todos os reagentes devem ser analiticamente puros.

3.1 - Etanol absoluto.

3.2 - Solugdo de acido cloridrico 0,07 M.

3.3 - Solugdo de acido cloridrico 0,5 M.

3.4 - Solugdo de cloreto de potassio 8% (m/v): dissolver 16 g de cloreto de
potassio em 200 ml de solucdo de acido cloridrico 0,07 M (3.2).

3.5 - Solugoes padrao de bario:

3.5.1 - Solucdo mae de bario 1000 pg/ml em solu¢do de 4cido nitrico 0,5 M
(Spectrosol ou equivalente).

3.5.2 - Solugdo padrao de bario 200 pg/ml: pipetar 20,0 ml da solugdo mae de
bario (3.5.1) para um baldo volumétrico de 100 ml. Perfazer o volume com solugdo de
acido cloridrico 0,07 M (3.2) e agitar.

4 - Material e equipamento:

4.1 - Material corrente de laboratdrio.

4.2 - Aparelho de pH (precisdo de + 0,02 unidades).

4.3 - Agitador mecanico para frascos.

4.4 - Membrana filtrante de 0,45 pm.

4.5 - Espectrofotometro de absor¢do atomica equipado com uma lampada de
catado oco de bario.

5 - Técnica:

5.1 - Preparacdo da amostra:

5.1.1 - Pesar com exactiddo cerca de 0,5 g (m grama) de pigmento para um
Erlenmeyer com uma capacidade suficiente para uma agitacao eficaz (igual ou superior
a 150 ml).

5.1.2 - Adicionar 1,0 ml de etanol (3.1), rodar o Erlenmeyer de modo a assegurar
0o humedecimento completo do pigmento. Com uma bureta, adicionar a quantidade
exacta de solucdo de acido cloridrico 0,07 M (3.2) necessaria para obter uma relacdo
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volume de acido/massa de pigmento de exactamente 50 ml/g. O volume total de
solvente de extraccdo, incluindo o etanol, corresponde a V ml. Agitar o conteudo do
baldo durante cinco segundos, para garantir a mistura completa do conteudo.

5.1.3 - Usando um aparelho pH (4.2), medir o pH da suspensdo resultante; se o pH
for superior a 1,5, adicionar gota a gota acido cloridrico 0,5 M (3.3) até ao valor de pH
compreendido entre 1,4 ¢ 1,5.

5.1.4 - Tapar e agitar imediatamente o Erlenmeyer durante sessenta minutos,
utilizando um agitador mecanico (4.3). A velocidade de agitacdo deve ser
suficientemente alta para produzir espuma. Filtrar com membrana filtrante 0,45 pm
(4.4) e recolher o filtrado. Nao centrifugar o extracto antes de filtrar. Pipetar 5,0 ml do
filtrado para um baldo volumétrico de 50 ml; perfazer o volume com solugdo de acido
cloridrico 0,07 M (3.2) e agitar. Esta solucdo ¢ igualmente utilizada para o doseamento
do estroncio (parte B).

5.1.5 - Pipetar para um baldo volumétrico de 100 ml 5,0 ml de solugdo de cloreto
de potassio (3.4) e uma aliquota (WB ml) do filtrado diluido (5.1.4), de modo a obter
uma concentracdo compreendida entre 3 pug e 10 ug de bario por mililitro (uma aliquota
de 10 ml devera constituir um ponto de partida satisfatério). Perfazer o volume com
solucdo de acido cloridrico 0,07 M (3.2) e agitar.

5.1.6 - A determinagdo da concentracdo de bario na solu¢do (5.1.5) por
espectrometria de absor¢@o atdmica deve ser executada no proprio dia.

5.2 - Condigdes para a espectrometria de absor¢do atomica:

Chama: 6xido nitroso/acetileno;

Comprimento da onda: 553,5 nm;

Correccédo de fundo: néo;

Condigdes da chama: fraca; para uma absorvéncia maxima sera necessaria a
optimizacdo do queimador e do fluxo do combustivel.

5.3 - Calibragao:

5.3.1 - Pipetar para baldes volumétricos de 100 ml 1,0, 2,0, 3,0, 4,0 ¢ 5,0 ml da
solugdo padrdo de bario (3.5.2). Pipetar para cada balao 5,0 ml de solucdo de cloreto de
potassio (3.4); perfazer o volume com solugdo de acido cloridrico 0,07 M (3.2) e agitar.
Estas solu¢des contém 2,0, 4,0, 6,0, 80 e 10,0 pg de bario por mililitro,
respectivamente. Paralelamente, usando o mesmo método, preparar um ensaio em
branco, omitindo a solugdo padrdo de bario.

5.3.2 - Medir a absorvéncia do ensaio em branco (5.3.1) ¢ utilizar o valor obtido
como o ponto de concentragdo zero de bario para a curva de calibragéo.

Medir a absorvéncia de cada solu¢do padrdo de bario (5.3.1). Tracar a curva de
calibracao relacionando os valores de absorvéncia com a concentragao de bario.

5.4 - Doseamento:

Medir a absorvéncia da solugdo da amostra (5.1.5).

Com base na curva de calibragdo, determinar a concentragdo de bario
correspondente ao valor da absorvéncia obtido para a solugdo da amostra.

6 - Calculo:
O teor de bario soluvel na amostra (% m/m) ¢ dado pela seguinte formula:
L , cxV
Percentagem (m/m) de bario solivel =———
10 WBaxm

em que:
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m = massa da amostra analisada, em gramas (5.1.1);

¢ = concentra¢do de bario na solucdo da amostra (5.1.5), em microgramas por
mililitro, obtida a partir da curva de calibragio;

V= volume total de solvente de extrac¢do, em mililitros (5.1.2);

WBa = volume do extracto, em mililitros (5.1.5).

7 - Repetibilidade (segundo a norma ISO 5725):

Para uma concentracdo de bario solivel de 2% (m/m), a diferenca entre os
resultados de duas determinacdes efectuadas em paralelo sobre a mesma amostra nao
devera exceder 0,3%.

8 - Observagoes:

8.1 - Em determinadas condigdes a absorvéncia de bario pode ser aumentada pela
presencga de calcio. Este efeito pode ser contrariado pela adi¢do de ides de magnésio
com uma concentragdo de 5 g/ ().

8.2 - E permitida, como alternativa a espectrometria de absorgdo atomica, a
utilizagdo de espectrometria de emissao por plasma hifenada com plasma indutivo.

(") Yerrow M. et al., «Magnesium as modifier for the determination of barium by
flame atomic emission spectrometry», Analytical Proceedings, 1991, pp. 28 ¢ 40.

B - Determinacao do estroncio solivel

1 - Objectivo e campo de aplicacio:
Este método descreve a técnica para a extracgdo ¢ o doseamento do estroncio
soluvel em pigmentos na forma de sais ou lacas.

2 - Principio:

O pigmento ¢ extraido com solu¢do de acido cloridrico 0,07 M em condigdes
definidas e a quantidade de estroncio no solvente de extraccdo ¢ determinada por
espectrometria de absor¢do atomica.

3 - Reagentes:

Todos os reagentes devem ser analiticamente puros.

3.1 - Etanol absoluto.

3.2 - Solugéo de acido cloridrico 0,07 M.

3.3 - Solugdo de cloreto de potassio 8% (m/v): dissolver 16 g de cloreto de
potassio em 200 ml de solucdo de acido cloridrico 0,07 M (3.2).

3.4 - Solugdes padrao de estroncio:

3.4.1 - Solucao mae de estroncio concentrada, 1000 pg/ml: em acido nitrico 0,5 M
(Spectrosol ou equivalente).

3.4.2 - Solugdo padrao de estroncio 100 pg/ml; pipetar 10,0 ml da solugdo mae de
estroncio (3.4.1) para um baldo volumétrico de 100 ml. Perfazer com a solucgao de acido
cloridrico 0,07 M (3.2) e agitar.

4 - Material e equipamento:
4.1 - Material corrente de laboratorio.
4.2 - Membrana filtrante de 0,45 pm.
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4.3 - Espectrofotometro de absorcdo atomica equipado com uma lampada de
catodo oco de estroncio.

5 - Técnica:

5.1 - Preparacdo da amostra:

Utilizar a solugdo preparada no n.° 5.1.4 da parte A para determinar o contetdo de
estroncio soluvel.

5.1.1 - Pipetar para baldo volumétrico de 100 ml 5,0 ml de solucdo de cloreto de
potassio (3.3) e uma aliquota (Wsr ml) do filtrado diluido (A, 5.1.4), de modo a obter
uma concentracdo compreendida entre 2 pug e 5 pg de estroncio por mililitro (uma
aliquota de 25 ml devera constituir um ponto de partida satisfatorio).

Perfazer o volume do baldo com a solu¢do de acido cloridrico 0,07 M (3.2) e
agitar.

5.1.2 - A concentrag@o de estroncio na solucdo (5.1.1) deve ser determinada por
espectrometria de absor¢do atdmica no proprio dia.

5.2 - Condigdes para espectrometria de absor¢do atdmica:

Chama: 6xido nitroso/acetileno;

Comprimento de onda: 460,7 nm;

Correcgao de fundo: ndo;

Condigdes da chama: fraca; para uma absorvéncia maxima serd necessaria a
optimizacdo do queimador e do fluxo do combustivel.

5.3 - Calibragdo:

5.3.1 - Pipetar para uma série de baldes volumétricos de 100 ml 1,0, 2,0, 3,0,4,0 ¢
5,0 ml da solugdo padrdo de estroncio (3.4.2). Pipetar para cada baldo 5 ml de solugdo
de cloreto de potassio (3.3). Perfazer o volume dos baldes com a solu¢do de acido
cloridrico 0,07 M (3.2) e agitar. Estas solucdes contém 1,0, 2,0, 3,0, 4,0 e 5,0 pg de
estroncio por mililitro, respectivamente. Paralelamente, preparar um ensaio em branco,
omitindo a solugdo padrdo de estroncio.

5.3.2 - Medir a absorvéncia do ensaio em branco (5.3.1). Este valor representa o
ponto zero da curva de calibragdo.

Medir a absorvéncia de cada solugdo padrio de estroncio (5.3.1) e registar os
valores. Tragar a curva de calibragdo, relacionando os valores maximos da absorvéncia
com os da concentracdo de estroncio.

5.4 - Doseamento:

Medir a absorvéncia da solugdo da amostra (5.1.1). Com base na curva de
calibragdo, determinar o valor da concentracdo de estroncio correspondente ao valor de
absorvéncia obtido para a solucdo da amostra.

6 - Célculo:
O teor de estroncio soluvel na amostra em percentagem em massa (% m/m) ¢
dado pela seguinte formula:

cxV

Percentagem (m/m) de estréncio soluvel = ———
10 Wsrxm

em que:

m = massa da amostra analisada (A,5.1.1), em gramas;
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¢ = concentracdo de estroncio na solucdo da amostra (5.1.1), expressa em
microgramas por mililitro, obtida a partir da curva da calibragao;

V= volume total do solvente de extrac¢do, em mililitros (A,5.1.2);

Wsr = volume do extracto, expresso em mililitros (5.1.1).

7 - Repetibilidade (segundo a norma ISO 5725):
Para uma concentragdo de estroncio soluvel de 0,6% (m/m), a diferenca entre os

resultados em duas determinacdes efectuadas em paralelo na mesma amostra nao devera
exceder 0,09% (m/m).

8 - Observagoes:
E permitida, como alternativa a espectrometria de absorcdo atomica de chama, a
utilizagdo de espectrometria de emissdo Optica de plasma indutivo acoplado.

CAPITULO XXXI
Alcool benzilico - Identificaciio e doseamento
A - Identificaciao

1 - Objectivo e campo de aplicacao:
Este método descreve os ensaios para a identificagdo do alcool benzilico em
produtos cosméticos.

2 - Principio:
O alcool benzilico ¢ identificado por cromatografia em camada fina em placas de
silica gele.

3 - Reagentes:

Todos os reagentes devem ser analiticamente puros.

3.1 - Alcool benzilico.

3.2 - Cloroférmio.

3.3 - Etanol absoluto.

3.4 - n-pentano.

3.5 - Eluente: éter dietilico.

3.6 - Solugdo padrao de alcool benzilico: pesar 0,1 g de alcool benzilico (3.1) para
um baldo volumétrico de 100 ml, perfazer o volume com etanol (3.3) e agitar.

3.7 - Placas de vidro para cromatografia em camada fina de 100 mm x 200 mm ou
de 200 mm x 200 mm, revestidas com uma camada de 0,25 mm de silica gele 60Fs4.

3.8 - Revelador: acido 12-molibdofosforico, 10% (m/v) em etanol (3.3).

4 - Material e equipamento:

4.1 - Material corrente de laboratdrio para cromatografia em camada fina.

4.2 - Tina de cromatografia, com dois canais; dimensodes globais aproximadas: 80
mm x 230 mm x 240 mm, com tampa.

4.3 - Papel para cromatografia: Whatman ou equivalente.

4.4 - Lampada ultravioleta; comprimento de onda 254 nm.

5 - Técnica:
5.1 - Preparacdo da amostra:
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Pesar para baldo volumétrico de 10 ml 1,0 g do produto a analisar. Adicionar 3 ml
de cloroformio (3.2) e agitar vigorosamente até a dispersdao do produto. Perfazer o
volume com etanol (3.3) e agitar vigorosamente, por forma a obter uma solugdo limpida
ou quase.

5.2 - Cromatografia em camada fina:

5.2.1 - Saturar a tina de cromatografia (4.2) com n-pentano (3.4) do seguinte
modo: revestir a parede da tina adjacente ao canal posterior com papel para
cromatografia (4.3), verificando se o bordo inferior do papel se encontra dentro do
canal.

Transferir 25 ml de n-pentano (3.4) para o canal posterior, vertendo este solvente
sobre a superficie exposta do papel para cromatografia que reveste a parede.

Recolocar imediatamente a tampa e deixar repousar durante quinze minutos, para
salvar.

5.2.2 - Aplicar 10 pl de solucdo da amostra (5.1) e 10 pl da solugdo padrido de
alcool benzilico (3.6) nos pontos adequados da linha de partida de uma placa de
cromatografia em camada fina (3.7). Deixar secar.

5.2.3 - Pipetar 10 ml de éter dietilico (3.5) para o canal dianteiro da tina e colocar
imediatamente a placa (5.2.2) dentro do mesmo canal. Recolocar rapidamente a tampa
da tina e efectuar o desenvolvimento da placa numa distancia de 150 mm. Retirar a
placa da tina de cromatografia e deixa-la secar a temperatura ambiente.

5.2.4 - Observar a placa (5.2.3) a luz ultravioleta e assinalar a posicdo das
manchas de cor violeta.

Pulverizar a placa com o revelador (3.8) e, em seguida, aquecé-la a 120 C durante
cerca de quinze minutos. O alcool benzilico surge sob a forma de uma mancha azul-
escura.

5.2.5 - Calcular o valor do Rf da solugdo padrao de alcool benzilico. Uma mancha
azul-escura com um valor Rf igual ao obtido com a solugdo da amostra indica a
presenca de alcool benzilico. Limite de deteccdo: 0,1 pg de alcool benzilico.

B - Doseamento

1 - Objectivo e campo de aplicacao:
Este método descreve o doseamento de alcool benzilico em produtos cosméticos.

2 - Definigdo:
A quantidade de alcool benzilico determinada por este método é expressa em
percentagem em massa (% m/m).

3 - Principio:
A amostra ¢ extraida com metanol, determinando-se a quantidade de alcool
benzilico presente no extracto por cromatografia liquida de alta resolu¢ao (HPLC).

4 - Reagentes:

Todos os reagentes devem ser analiticamente puros e adequados para HPLC.
4.1 - Metanol.

4.2 - 4-etoxifenol.

4.3 - Alcool benzilico.

4.4 - Fase movel: metanol (4.1)/agua (45:55; v/v).
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4.5 - Solug@o mae de alcool benzilico: pesar com exactiddo cerca de 0,1 g de
alcool benzilico (4.3) para um baldo volumétrico de 100 ml. Perfazer o volume com
metanol (4.1) e agitar.

4.6 - Solugdo do padrdo interno: pesar com exactiddo cerca de 0,1 g de 4-
etoxifenol (4.2) para um baldo volumétrico de 100 ml. Perfazer com metanol (4.1) ¢
agitar.

4.7 - Solugdes padrdo: pipetar para baldes volumétricos de 25 ml quantidades da
solucdo mae de alcool benzilico (4.5) e da solugdo do padrio interno (4.6), em
conformidade com o quadro abaixo indicado.

Perfazer o volume com metanol e agitar.

Alcool benzilico 4-etoxifenol
Solugéo padrao ml (4.5) ml (4.6)
adicionados | ™ g/mi(*) adicionados | M g/ml (*)
Lo, 0,5 20 2,0 80
Il 1,0 40 2,0 80
Lo, 2,0 80 2,0 80
IV, 3,0 120 2,0 80
Ve 5,0 200 2,0 80

(*) Estes valoressdo fornecidos a titulo indicativo e correspondem as concentragdes de
solugdes padrio preparadas com as solugdes de alcool benzilico (4,5) e de 4-etoxifenol,
respectivamente

5 - Material e equipamento:

5.1 - Material corrente de laboratorio:

5.2 - Equipamento de cromatografia liquida de alta resolugdo (HPLC) com um
detector de ultravioleta de comprimentos de onda variaveis e um injector de loop 10 pl.

5.3 - Coluna analitica; coluna de aco inoxidavel de 250 mm x 4,6 mm, cheia de
Spherisorb ODS 5 um ou equivalente.

5.4 - Banho de agua.

5.5 - Banho de ultra-sons.

5.6 - Centrifuga.

5.7 - Tubos de centrifuga com capacidade de 15 ml.

6 - Técnica:

6.1 - Preparacdo da amostra:

6.1.1 - Pesar com exactidao cerca de 0,1 g (m grama) de amostra num tubo de
centrifuga (5.7) e adicionar 5 ml de metanol (4.1).

6.1.2 - Aquecer durante dez minutos num banho de agua (5.4) mantido a 50 C; em
seguida colocar o tubo num banho de ultra-sons (5.5) até a amostra se encontrar
completamente dispersa.

6.1.3 - Arrefecer e, em seguida, centrifugar a 3500 rpm durante cinco minutos.

6.1.4 - Transferir o liquido sobrenadante para um baldo volumétrico de 25 ml.

6.1.5 - Extrair de novo a amostra com mais 5 ml de metanol (4.1). Combinar os
extractos num baldo volumétrico de 25 ml.

6.1.6 - Pipetar 2,0 ml de solugdo do padrio interno (4.6) para um baldo
volumétrico de 25 ml. Perfazer o volume com metanol (4.1) e agitar. Esta solucdo ¢ a
utilizada na analise descrita no n.° 6.4.

6.2 - Cromatografia:

6.2.1 - Montar o equipamento da cromatografia liquida de alta resolugdo (5.2) da
forma habitual. Ajustar o fluxo da fase movel (4.4) para 2,0 ml/min.

INFARMED - Gabinete Juridico e Contencioso



Legislacdao Farmacéutica Compilada Portaria n.° 503/94, de 6 de Julho

6.2.2 - Regular o comprimento de onda do detector de UV (5.2) para 210 nm.

6.3 - Calibracgdo:

6.3.1 - Injectar 10 ul de cada uma das solugdes padrdo de alcool benzilico (4.7) e
medir as areas dos picos correspondentes ao alcool benzilico e ao 4-etoxifenol.

6.3.2 - Calcular, para cada concentragdo de solugdo padrdo de alcool benzilico
(4.7), a razdo das areas dos picos de alcool benzilico e de 4-etoxifenol. Tragar a curva
de calibracdo usando estas razdoes no eixo das ordenadas e as concentragoes
correspondentes de dlcool benzilico em microgramas por mililitro no eixo das abcissas.

6.4 - Doseamento:

6.4.1 - Injectar 10 pl da solucdo da amostra (6.1.6) e medir as areas dos picos
correspondentes ao alcool benzilico e ao 4-etoxifenol. Calcular a razdo entre as areas
dos picos de alcool benzilico e de 4-etoxifenol. Repetir este processo com outras
aliquotas frac¢des de 10 pl de solucdo da amostra até obter resultados consistentes.

6.4.2 - A partir da curva de calibragdo (6.3.2), ler a concentragdo de alcool
benzilico correspondente a razdo das areas dos picos de alcool benzilico e de 4-
etoxifenol.

7 - Célculo:
Calcular o teor de alcool benzilico na amostra, em percentagem em massa,
utilizando a férmula:

Percentagem (m/m) de alcool benzilico =
400x m

em que:

m = massa da amostra, expressa em gramas, em analise (6.1.1);
¢ = concentracdo de alcool benzilico na solu¢do da amostra (6.1.6), expressa
em microgramas por mililitro, obtida a partir da curva de calibragao.

8 - Repetibilidade (segundo a norma ISO 5725):

Para um teor de alcool benzilico de 1% (m/m), a diferenca entre os resultados de
duas determinagdes efectuadas em paralelo da mesma amostra ndo deve ultrapassar
0,10%.

CAPITULO XXXII

Zirconio, aluminio e cloro em antitranspirantes nao aerossolicos
Identificacdo e doseamento

Identificacio do zircénio e doseamento do zirconio, do aluminio e do cloro
em antitranspirantes nfio aerossolicos

O método inclui cinco fases:

A - Identifica¢do do zirconio;

B - Doseamento do zirconio;

C - Doseamento do aluminio;

D - Doseamento do cloro;

E - Calculo das razdes entre atomos de aluminio € atomos de zirconio e entre
atomos de aluminio mais zirconio e atomos de cloro.
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A - Identifica¢ao do zirconio

1 - Objectivo e campo de aplicacdo:

Este método descreve a identificagdo do zircénio em produtos cosméticos
antitranspirantes nao aerossolicos.

Nao foram feitas tentativas para descrever métodos adequados a identificacdo do
complexo hidroxicloreto de aluminio e zirconio [4/.Zr(OH),CL. . nH,O].

2 - Principio:
O zirconio ¢ identificado pela formagdo de um precipitado vermelho-violeta
caracteristico produzido com o vermelho-de-alizarina S em meio fortemente acido.

3 - Reagentes:

Todos os reagentes devem ser analiticamente puros.:

3.1 - Acido cloridrico concentrado (dao = 1,18 g/ml).

3.2 - Solucdo de vermelho-de-alizarina S (CI:58005) solug¢do aquosa, a 2%, de
sulfonato de sodio e alizarina.

4 - Material e equipamento:
4.1 - Material corrente de laboratorio.

5 - Técnica:

5.1 - Num tubo de ensaio, adicionar 2 ml de 4gua a cerca de 1 g da amostra. Tapar
e agitar.

5.2 - Adicionar trés gotas de solucdo de vermelho-de-alizarina S (3.2) e
seguidamente 2 ml de 4cido cloridrico concentrado (3.1). Tapar e agitar.

5.3 - Deixar repousar aproximadamente dois minutos.

54 - Um precipitado e uma solucdo sobrenadante de cor vermelho-violeta
indicam a presenga de zirconio.

B - Doseamento do zirconio

1 - Objectivo e campo de aplicagdo. Este método descreve o doseamento de
zirconio em complexos de hidroxicloreto de aluminio e zirconio até uma concentragdo
maxima de 7,5% (m/m) de zirconio em antitranspirantes nao aerossolicos.

2 - Principio:
O zirconio, depois de extraido em meio fortemente acido, ¢ doseado por
espectrometria de absorgdo atomica.

3 - Reagentes:

Os reagentes devem ser analiticamente puros.

3.1 - Acido cloridrico concentrado (dao = 1,18 g/ml).

3.2 - Solugdo de acido cloridrico a 10% (v/v): adicionar 100 ml de acido
cloridrico concentrado (3.1) a 500 ml de agua numa proveta, agitando continuamente.
Transferir esta solu¢cdo para um baldo volumétrico de 1 1, perfazendo o volume com
agua.

3.3 - Solucdo mae de zirconio, 1000 pg/ml em solugdo de acido cloridrico 0,5 M
(Spectrosol ou equivalente).
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3.4 - Solucdo acida de cloreto de aluminio hidratado [4ICl; . 6H,0]: dissolver
22,6 g de cloreto de aluminio hexa-hidratado em 250 ml de solugdo de acido cloridrico
(3.2) a 10% (v/v).

3.5 - Solucdo acida de cloreto de amonio: dissolver 5,0 g de cloreto de aménio em
250 ml de solu¢do de acido cloridrico (3.2) a 10% (v/v).

4 - Material e equipamento:

4.1 - Material corrente de laboratorio.

4.2 - Placa de aquecimento com agitacdo mecanica.

4.3 - Papel de filtro (Whatman n.° 41 ou equivalente).

4.4 - Espectrofotometro de absor¢do atomica equipado com uma lampada de
catodo oco de zirconio.

5 - Técnica:

5.1 - Preparacdo da amostra:

5.1.1 - Pesar com exactiddo cerca de 1,0 g (m grama) de uma amostra homogénea
do produto para um copo de 150 ml. Adicionar 40 ml de agua e 10 ml de &cido
cloridrico concentrado (3.1).

5.1.2 - Colocar o copo na placa de aquecimento com agitagdo magnética (4.2).

Agitar e aquecer até a ebuli¢do. Para evitar uma secagem rapida, tapar o copo com
um vidro de relogio.

Manter a ebulicdo durante cinco minutos, retirar o copo da placa e deixar arrefecer
a temperatura ambiente.

5.1.3 - Filtrar o contetdo do copo com papel de filtro (4.3) para um baldo
volumétrico de 100 ml. Lavar o copo com duas por¢des de 10 ml de agua e filtrar para o
mesmo baldo volumétrico. Perfazer o volume com agua e agitar. Esta solucdo ¢ também
utilizada para o doseamento do aluminio (parte C).

5.1.4 - Pipetar para um baldo volumétrico de 50 ml 20 ml da solugdo da amostra
(5.1.3), 5 ml de solucao acida de cloreto de aluminio (3.4) e 5 ml de solugdo acida de
cloreto de amoénio (3.5). Perfazer o volume com uma solugdo de acido cloridrico (3.2) a
10% (v/v) e agitar.

5.2 - Condigdes para espectrometria de absor¢ao atdmica:

Chama: 6xido de azoto/acetileno;

Comprimento de onda: 360,1 nm;

Correccédo de fundo: néo;

Condicdes da chama: forte; para uma absorvéncia maxima serd necessaria a
optimizacdo do queimador e do fluxo do combustivel.

5.3 - Calibragao:

5.3.1 - Pipetar respectivamente 5,00, 10,00, 15,00, 20,00 e 25,00 ml de solucdo
padrdo mae de zirconio (3.3) para baldes volumétricos de 50 ml. Adicionar, com pipeta,
a cada baldo 5,00 ml de solucdo acida de cloreto de aluminio (3.4) e 5,00 ml de solugdo
de cloreto de amonio (3.5). Perfazer o volume com solugdo de acido cloridrico (3.2) a
10% e agitar. Estas solugdes contém, respectivamente, 100, 200, 300, 400 ¢ 500 ug de
zirconio por mililitro. De igual modo preparar um ensaio em branco, omitindo a solu¢ao
padrdo de zirconio.

5.3.2 - Medir a absorvéncia do ensaio em branco. Este valor representa o ponto de
concentracdo zero da curva de calibragdo. Medir a absorvéncia de cada solugdo padrao
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de zirconio (5.3.1), registar estes valores e tragar a curva de calibragdo relacionando os
valores de absorvéncia com a concentragdo de zirconio.

5.4 - Doseamento:

Medir a absorvéncia da solugdo da amostra (5.1.4). Com base na curva de
calibragdo, determinar a concentragdo de =zirconio correspondente ao valor de
absorvéncia obtido.

6 - Calculo:

Calcular o teor de zirconio da amostra, em percentagem em massa (% m/m),
utilizando a férmula:

Percentagem (m/m) de zircornio =

40xm
em que:

m = massa da amostra, expressa em gramas (5.1.1);
¢ = concentragdo de zircornio na solugdo da amostra (5.1.4), expressa em
microgramas por mililitro, obtida a partir da curva de calibracdo.

7 - Repetibilidade (segundo a norma ISO 5725):
Para um teor de zirconio de 3,00% (m/m), a diferenca entre os resultados de duas
determinagdes efectuadas em paralelo na mesma amostra ndo devera exceder 0,10%

(m/m).

8 - Observagoes:
E permitida, como alternativa a espectrometria de absorcao atomica de chama, a
utilizagdo de espectrometria de emissao 6ptica com plasma indutivo acoplado.

C - Doseamento do aluminio

1 - Objectivo e campo de aplicacio:

Este método descreve os ensaios para o doseamento do aluminio nos complexos
de hidroxicloreto de aluminio e zircdnio até uma concentragdo maxima de 12% (m/m)
de aluminio em antitranspirantes ndo aerossolicos.

2 - Principio:
O aluminio ¢ extraido do produto em meio acido e doseado por espectrometria de
absor¢ao atomica.

3 - Reagentes:

Todos os reagentes devem ser analiticamente puros.

3.1 - Acido cloridrico concentrado (dy = 1,18 g/ml).

3.2 - Solugdo de acido cloridrico, 1% (v/v): adicionar 10 ml de acido cloridrico
concentrado (3.1) a 500 ml de agua, num copo, agitando continuamente. Transferir
quantitativamente esta soluc¢do para baldo volumétrico de 1000 ml e perfazer com agua.

3.3 - Solu¢@o mae de aluminio, 1000 pg/ml em solucdo de acido nitrico 0,5 M
(Spectrosol ou equivalente).

3.4 - Solugdo acida de cloreto de potéssio: dissolver 10,0 g de cloreto de potassio
em 250 ml de solugdo de acido cloridrico a 1% (v/v) (3.2).
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4 - Material e equipamento:

4.1 - Material corrente de laboratorio:

4.2 - Espectrofotometro de absor¢do atomica equipado com ldmpada de catodo
oco de aluminio.

5 - Técnica:

5.1 - Preparacdo da amostra:

O doseamento do teor de aluminio ¢ efectuado sobre a solugdo preparada na parte
B,n.°5.1.3.

5.1.1 - Pipetar 5,00 ml da solucdo da amostra (B, 5.1.3) e 10,00 ml de solucdo de
cloreto de potassio (3.4) para um baldo volumétrico de 100 ml. Perfazer com solucdo de
acido cloridrico a 1% (v/v) (3.2) e agitar.

5.2 - Condigdes para a espectrometria de absor¢do atomica:

Chama: 6xido de azoto/acetileno;

Comprimento de onda: 309,3 nm;

Correccao de fundo: nao;

Condicdes de chama: forte; para uma absorvéncia maxima serd necessaria a
optimizacdo do queimador e do fluxo do combustivel.

5.3 - Calibragao:

5.3.1 - Pipetar respectivamente 1,00, 2,00, 3,00, 4,00 e 5,00 ml de solucdo mae de
aluminio (3.3) para baldes volumétricos de 100 ml. Adicionar a cada um dos baldes
10,00 ml de solugdo acida de cloreto de potassio (3.4) e perfazer com solucdo de acido
cloridrico a 1% (v/v) (3.2) e agitar.

As solugdes padrao assim obtidas contém, respectivamente, 10, 20, 30, 40 ¢ 50 ug
de aluminio por mililitro.

De igual modo preparar um ensaio em branco, omitindo a solu¢do padrdo de
aluminio.

5.3.2 - Medir a absorvéncia do ensaio em branco (5.3.1). Este valor representa o
ponto de concentragdo do aluminio zero da curva de calibragdo. Medir a absorvéncia de
cada solucdo padrdo de aluminio (5.3.1), registar os valores de absorvéncia e tragar a
curva de calibracdo relacionando os valores da absorvéncia com os da concentragdo de
aluminio.

5.4 - Doseamento:

Medir a absorvéncia da solugdo da amostra (5.1.1).

Com base na curva de calibracdo, determinar a concentracdo de aluminio
correspondente ao valor da absorvéncia obtido.

6 - Célculo:
Calcular o teor de aluminio da amostra, em percentagem em massa (% m/m),
utilizando a férmula:

Percentagem (m/m) de aluminio =
Sxm

em que:

m = massa, em gramas, da amostra para analise (B,5.1.1);
¢ = concentragdo de aluminio na solugdo da amostra(5.1.1), expressa em
microgramas por mililitro, obtida na curva de calibracao.
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7 - Repetibilidade (segundo a norma ISO 5725):
Para um teor de aluminio de 3,5% (m/m), a diferenca entre os resultados de duas
determinagdes efectuadas em paralelo na mesma amostra ndo deve exceder 0,10%

(m/m).

8 - Observagoes:
E permitida, como alternativa a espectrometria de absorcdo atomica de chama, a
utilizagdo de espectrometria de emissao Optica com plasma indutivo acoplado.

D - Doseamento do cloro

1 - Objectivo e campo de aplicacdo:

Este método descreve os ensaios para a determinagdo do cloro na sua forma iénica
em complexos hidroxicloreto de aluminio e zirconio em antitranspirantes nao
aerossolicos.

2 - Principio:
O ido cloreto no produto ¢ doseado por titulagdo potenciométrica com uma
solu¢do padrio de nitrato de prata.

3 - Reagentes:

Todos os reagentes devem ser analiticamente puros.

3.1 - Acido nitrico concentrado (da = 1,42 g/ml).

3.2 - Solugdo de acido nitrico, 5% (v/v): adicionar 25 ml de acido nitrico
concentrado (3.1) a 250 ml de agua, numa proveta, agitando continuamente. Transferir
quantitativamente esta solucdo para um baldo volumétrico de 500 ml e perfazer com
agua.

3.3 - Acetona:

3.4 - Nitrato de prata, solugdo padrdo 0,1 M (AnalaR ou equivalente).

4 - Material e equipamento:

4.1 - Material corrente de laboratorio.

4.2 - Placa com agitagdo magnética.

4.3 - Eléctrodo de prata.

4.4 - Eléctrodo de referéncia de calomelanos.

4.5 - Potenciometro adequado a uma titulagdo potenciométrica.

5 - Técnica:

5.1 - Preparacdo da amostra:

5.1.1 - Pesar com exactiddo cerca de 1,0 g (m grama) de uma amostra homogénea
do produto num copo de 250 ml. Adicionar 80 ml de agua e 20 ml de solucdo de acido
nitrico a 5% (v/v) (3.2).

5.1.2 - Colocar o copo na placa de agitacdo e aquecimento (4.2). Agitar ¢ aquecer
até a ebulicdo. Para evitar uma secagem rapida, tapar o copo com um vidro de relogio.
Manter a ebulicdo cinco minutos, retirar o copo da placa e deixar arrefecer a
temperatura ambiente.

5.1.3 - Adicionar 10 ml de acetona (3.3), mergulhar os eléctrodos (4.3 e 4.4)
abaixo da superficie da solucdo e comecar a agitar. Titular potenciometricamente com
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uma solucdo de nitrato de prata 0,1 M (3.4) e tracar uma curva diferencial para
determinar o ponto de equivaléncia (V ml).

6 - Célculo:
Calcular o teor em cloro da amostra, em percentagem em massa (% m/m),
utilizando a seguinte formula:

0,3545xV
m

Percentagem (m/m) de cloro =

em que:

m = massa, em gramas, da amostra tomada para analise (5.1.1);
V= volume de nitrato de prata 0,1 M (5.1.3), em mililitros, gasto para atingir o
ponto de equivaléncia (5.1.3).

7 - Repetibilidade (segundo a norma ISO 5725):

Para um teor de cloro de 4% (m/m), a diferenca entre os resultados de duas
determinagdes efectuadas em paralelo sobre a mesma amostra ndo deverd exceder
0,10% (m/m).

E - Calculo das razoes entre os atomos de aluminio e os atomos de zirconio e
entre os atomos de aluminio mais os atomos de zirconio e os atomos de cloro.

1 - Calculo da razdao entre os atomos de aluminio € os atomos de zirconio:
Calcular a razdo Al:Zr utilizando a seguinte formula:

o
Razdo Al:Zr = 26 Al(m/m)x91,22
%Zr(m/m)x 26,98

2 - Calculo da razdo de atomos de aluminio mais atomos de zirconio para atomos
de cloro:
Calcular a razdo (Al + Zr): Cl utilizando a seguinte férmula:

% Al (m/m) N % Zr (m/m)

26,98 91,22
Razdo (AL+Zr):Cl= J 4
azao ( r):Cl % CT (m/m)
35,45
CAPITULO XXXIII

Hexamidina, dibromo-hexamidina, dibromopropamidina e cloro-hexidina -
Identificacio e doseamento

1 - Objectivo e campo de aplicagio:

O método descreve a determinacgdo qualitativa e quantitativa de:
Hexamidina e respectivos sais, incluindo o isetionato e o 4-hidroxibenzoato;
Dibromo-hexamidina e respectivos sais, incluindo o isetionato;
Dibromopropamidina e respectivos sais, incluindo o isetionato;
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Diacetato, digluconato e dicloridrato de cloro-hexidina em produtos
cosméticos.

2 - Definigdo:

As concentracdes de hexamidina, dibromo-hexamidina, dibromopropamidina e
cloro-hexidina determinadas por este método sdo expressas em percentagem em massa
(% m/m).

3 - Principio:

A identificagdo e o doseamento sdo efectuados por cromatografia liquida de alta
resolu¢do (HPLC) ionica de fase reversa, seguida de deteccdo por espectrofotometria
UV. A hexamidina, a dibromo-hexamidina, a dibromopropamidina e a cloro-hexidina
sdo identificadas pelos seus tempos de reten¢do na coluna cromatografica.

4 - Reagentes:

Todos os reagentes devem ser analiticamente puros e adequados para a HPLC,
quando necessario.

4.1 - Metanol.

4.2 - Sal de s6dio mono-hidratado do 4cido 1-heptanossulfonico.

4.3 - Acido acético glacial (dy = 1,05 g/ml).

4.4 - Cloreto de sodio.

4.5 - Fases moveis:

4.5.1 - Solvente I: solug¢do 0,005 M do sal de sédio mono-hidratado do acido 1-
heptanossulfonico (4.2) em metanol (4.1) ajustada a pH de 3,5 com acido acético glacial
(4.3).

4.5.2 - Solvente II: solucdo aquosa 0,005 M do sal de s6dio mono-hidratado do
acido 1-heptanossulfonico (4.2) ajustada a pH de 3,5 com acido acético glacial (4.3).

Nota. - Caso seja necessario melhorar a forma dos picos, as fases moveis
podem ser alteradas e preparadas da seguinte forma:

Solvente I: dissolver 5,84 g de cloreto de sodio (4.4) e 1,1013 g de sal de sodio
mono-hidratado do acido 1-heptanossulfonico (4.2) em 100 ml de agua.
Adicionar 900 ml de metanol (4.1) e ajustar a pH 3,5 com acido acético
glacial (4.3);

Solvente II: dissolver 5,84 g de cloreto de sodio (4.4) e 1,1013 g de sal de
sodio mono-hidratado do acido 1-heptanossulfonico (4.2) em 1 1 de agua e
ajustar a pH 3,5 com acido acético glacial (4.3).

4.6 - Diisetionato de hexamidina
[C20H26N402.2C2Hs04S]
4.7 - Diisetionato de dibromo-hexamidina
[Co0H24Br2N4O2.2CHs04S]
4.8 - Diisetionato de dibromopropamidina

[C17H 18Br2N4O1.2C2Hs048]
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4.9 - Diacetato de cloro-hexidina
[C22H30CI2N19.2C2H,05]

4.10 - Solugdes padrao: preparar solugdes a 0,05% (m/v) de cada um dos quatro
conservantes (4.6 a 4.9) no solvente I (4.5.1).

4.11 - 3.4.4'-tricloro carbanilida (triclocarban).

4.12 - 4,4'-dicloro-3(trifluorometil)-carbanilida (halocarban).

5 - Material e equipamento:

5.1 - Material corrente de laboratorio.

5.2 - Cromatografo de fase liquida de alta resolucdo com detector de UV de
comprimento de onda variavel.

5.3 - Coluna analitica, em ago inoxidavel; comprimento: 30 cm; didmetro interno:
4 mm, cheia com p-Bondapack C;g, 10 pum, ou equivalente.

5.4 - Banho de ultra-sons.

6 - Identificagao:

6.1 - Preparacdo da amostra:

Pesar aproximadamente 0,5 g da amostra num baldo volumétrico de 10 ml.
Perfazer com o solvente I (4.5.1). Colocar o baldo volumétrico num banho de ultra-sons
(5.4) durante dez minutos.

Filtrar ou centrifugar a solucao. Recolher o filtrado ou o liquido sobrenadante para
proceder a identificagdo por HPLC.

6.2 - Cromatografia:

6.2.1 - Gradiente de fase movel:

Tempo Solvente I Solvente II
(min.) (% viv) (45.1) | (%viv)(4.52)
O, 50 50
IS, 65 35
30u i 65 35
45 50 50

6.2.2 - Regular o fluxo da fase movel (6.2.1) para 1,5 ml/min. e fixar a
temperatura da coluna em 35 C.

6.2.3 - Ajustar o detector de comprimento de onda para 264 nm.

6.2.4 - Injectar 10 pl de cada uma das solugdes padrido (4.10) e registar os
respectivos cromatogramas.

6.2.5 - Injectar 10 pl de solugdo da amostra (6.1) e registar o seu cromatograma.

6.3 - Verificar se estdo presentes a hexamidina, dibromo-hexamidina,
dibromopropamidina ou a cloro-hexidina, comparando o(s) tempo(s) de retengdo do(s)
pico(s) registado(s) no n.° 6.2.5 com os obtidos com as solu¢des padrao do n.° 6.2.4.

7 - Doseamento:

7.1 - Preparacdo das solugdes padrao:

Utilizar um dos conservantes (4.6 a 4.9) ndo presente na amostra como padrao
interno. Em alternativa, utilizar o triclorocarban (4.11) ou o halocarban (4.12).
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7.1.1 - Solu¢do mae do conservante identificado no n.° 6.3 a 0,05% (m/v) no
solvente I (4.5.1).

7.1.2 - Solugdo mae do conservante escolhido para padréo interno a 0,05% (m/v)
no solvente I (4.5.1).

7.1.3 - Preparar quatro solucdes padrdo de cada conservante identificado,
transferindo para baldes graduados de 10 ml quantidades da respectiva solucdo mae
(7.1.1) e quantidades apropriadas da solu¢do mae do padrao interno (7.1.2), de acordo
com o quadro abaixo indicado. Completar o volume de cada baldo com o solvente |
(4.5.1) e homogeneizar:

Solugdo mae Solugcdo mae
do padréo interno do padrao identificado
Solugdo padrio (7.1.2) (7.1.1)

ml adicionados | ml adicionados pg/ml (¥)

L 1,0 0,5 25
Il 1,0 1,0 50
HLoiiiiiiicis 1,0 1,5 75
IV 1,0 2,0 100

(*) Estes valores sao fornecidos a titulo indicativo e correspondem as concentragdes
do conservante identificado nas solu¢des padrdo preparadas com a solucdo mae,
que contém exactamente 0,05% do conservante identificado

7.2 - Preparacdo da amostra:

7.2.1 - Pesar com exactiddo cerca de 0,5 g (p grama) de amostra para um baldo
volumétrico de 10 ml, adicionar 1,0 ml da solug¢do de padrio interno (7.1.2) e 6 ml de
solvente I (4.5.1) e homogeneizar.

7.2.2 - Colocar o baldao graduado, durante dez minutos, num banho de ultra-sons
(5.4). Depois de arrefecido, perfazer o volume com o solvente I e homogeneizar.

Filtrar com um filtro de pregas ou centrifugar. Recolher o filtrado ou o fluido
sobrenadante, consoante o caso, para proceder a analise cromatografica.

7.3 - Cromatografia:

7.3.1 - Regular o fluxo da fase movel, o seu débito, a temperatura da coluna e o
comprimento de onda do detector do equipamento de HPLC (5.2) de acordo com as
condicdes exigidas na fase de identificacdo (6.2.1 a 6.2.3).

7.3.2 - Injectar 10 pl da solucdo da amostra (7.2.2) e medir as areas dos picos.
Repetir o processo com fracgdes de 10 ul da solucdo da amostra até obter resultados
consistentes. Calcular a razao entre a area do pico do composto a analisar ¢ a area do
pico do padrao interno.

7.4 - Calibracgdo:

7.4.1 - Injectar 10 ul de cada uma das solugdes padrdo (7.1.3) e medir as areas dos
picos.

7.4.2 - Para cada solucdo padrdo (7.1.3), calcular a razdo entre a area do pico da
hexamidina, da dibromo-hexamidina, da dibromopropamidina ou da cloro-hexidina e a
area do pico do padrdo interno. Tracar uma curva de calibragdo colocando estas razdes
em ordenada e as concentragdes correspondentes do conservante identificado nas
solugdes padrdo, em microgramas por mililitro, em abcissa.

7.4.3 - Na curva de calibragdo (7.4.2), ler a concentracdo do conservante
identificado correspondente a relagdo da area do pico calculada no n.° 7.3.2.

8 - Calculos:

INFARMED - Gabinete Juridico e Contencioso



Legislacdao Farmacéutica Compilada Portaria n.° 503/94, de 6 de Julho

Calcular o teor de hexamidina, de dibromo-hexamidina, de dibromopropamidina
ou de clorohexidina da amostra, em percentagem em massa, utilizando a formula:

c ><MW1
1000x p MW,

Percentagem (m/m) =
em que:

p = massa, em gramas, da amostra tomada para analise (7.2.1);

¢ = concentracdo do conservante na solugdo da amostra, em microgramas por
mililitro, obtida a partir da curva de calibracio;

MW, = peso molecular da forma basica do conservante presente;

MW, = peso molecular do sal correspondente (v. n.° 10).

9 - Repetibilidade (segundo a norma ISO 5725):

Para uma concentracdo de 0,1% (m/m) de hexamidina, dibromo-hexamidina,
dibromopropamidina ou de cloro-hexidina, a diferenca entre os resultados de duas
determinagdes paralelas, efectuadas na mesma amostra, ndo deve ser superior a 0,005%.

10 - Quadro das formulas e respectivos pesos moleculares:

Formula Peso
molecular
Hexamidina.........cccoeevevievienienieneneeee Cy0H>6N,0; 354,45
Diisetionato de hexamidina.............c.ccc...... Cr0H>sN,05.2C>H0,S 606,72
Di-p-hidroxibenzoato de hexamidina........... Cy0H>6N,0,.2C;H40; 630,71
Dibromo-heximidina...........ccecevveereneenenn CyH,4Br,N,0; 512,24
Diisetionato de dibromo-hexamidina........... Cy9H>,Br,N,0,.2C,Hs0,S 764,51
Dibromopropamidina............c.cecevvereererueneene. C,7H,4Br,N,0; 470,18
Diisetionato de dibromopropamidina........... C,,H,8Br>N,0,.2C>H;0,S 722,43
Cloro-hexidina C5,H;0CLN 505,45
Diacetatode cloro-hexidina.... Cy,H;30CLNy. 2C,H,0, 625,56
Digloconato de cloro-hexidina..................... C5,H;30CLN . 2C4H 1,0 897,76
Dicloridato de cloro-hexidina....................... C5,H;30CLN,p. 2HCI 578,37
CAPITULO XXXIV

Acido benzoéico, acido 4-hidroxibenzoéico, acido sorbico, acido salicilico e
acido propionico - Identificacido e doseamento.

1 - Objectivo e campo de aplicacao:

O método ¢ utilizado na identificagdo e doseamento do acido benzoico, do acido
4-hidroxibenzoico, do acido sorbico, do acido salicilico e do acido propionico em
produtos cosméticos. Em procedimentos separados, é descrita a identificacdo destes
conservantes; o doseamento do acido benzodico, do acido 4-hidroxibenzodico, do acido
salicilico e o doseamento do acido propionico.

2 - Definigao:

Os teores em acido benzodico, acido 4-hidroxibenzoico, acido salicilico, acido
sorbico e acido propiodnico determinados segundo este método sdao expressos em
percentagem por massa dos acidos livres.
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A - Identificacao

1 - Principio:

ApoOs a extracgdo acido base dos conservantes, o extracto ¢ analisado por
cromatografia de camada fina (TLC) utilizando uma técnica de derivatizacdo. Com base
nos resultados obtidos, a identificacdo ¢ confirmada por cromatografia em fase liquida
de alta resolu¢do (HPLC) ou, no caso do acido propiénico, por cromatografia em fase
gasosa (GC).

2 - Reagentes:

Todos os reagentes devem ser analiticamente puros.

Devera ser utilizada agua destilada ou de pureza equivalente.

2.1 - Acetona.

2.2 - Eter dietilico.

2.3 - Acetonitrilo.

2.4 - Tolueno.

2.5 - n-hexano.

2.6 - Parafina liquida.

2.7 - Solugdo de acido cloridrico 4 M.

2.8 - Soluc¢do de hidroxido de potassio 4 M.

2.9 - Cloreto de calcio, CaCl,.2H,0.

2.10 - Carbonato de litio, Li,COs.

2.11 - 2-bromo-2-acetonaftona.

2.12 - Acido 4-hidroxibenzoico.

2.13 - Acido salicilico.

2.14 - Acido benzéico.

2.15 - Acido sérbico.

2.16 - Acido propionico.

2.17 - Solugdes padrao:

Preparar solugdes a 0,1% m/v (100 mg/100 ml) de cada um dos cinco
conservantes (2.12 a 2.16) em éter dietilico (2.2).

2.18 - Reagente de derivatizacao:

Solugdo a 0,5% (m/v) de 2-bromo-2'-acetonaftona (2.11) em acetonitrilo (2.3) (50
mg/10 ml). Esta solu¢do deverd ser preparada todas as semanas e guardada no
frigorifico.

2.19 - Solugao catalisadora:

Solucdo a 0,3% (m/v) de carbonato de litio (2.10) em agua (300 mg/100 ml). Esta
solugdo devera ser preparada de fresco.

2.20 - Solvente de eluigdo:

Tolueno (2.4)/acetona (2.1) (20:0,5; v/v)

2.21 - Parafina liquida (2.6)/n-hexano (2.5) (1:2; v/v).

3 - Material e equipamento:

Material corrente de laboratorio:

3.1 - Banho de 4gua a 60 C.

3.2 - Tina de cromatografia.

3.3 - Fonte de luz ultravioleta, 254 € 366 nm
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3.4 - Placas de camada fina Kieselgel 60, sem indicador de fluorescéncia, 20 cm x
20 cm, camada de 0,25 mm de espessura com zona de concentracdo de 2,5 cm x 20 cm
(Merck 11845 ou equivalente).

3.5 - Microsseringa, 10 pl.

3.6 - Microsseringa, 25 pl.

3.7 - Estufa para temperaturas acima de 105°C.

3.8 - Tubos de vidro de 50 ml com tampas de rosca.

3.9 - Papel de filtro, 90 mm de diametro, Scheilder & Schull, Weissband n.° 5892
ou equivalente.

3.10 - Papel indicador de pH 1-11.

3.11 - Frasco para amostras, em vidro, de 5 ml.

3.12 - Evaporador rotativo (Rotavapor ou equivalente).

3.13 - Placa de aquecimento.

4 - Técnica:

4.1 - Preparacdo da amostra:

Pesar aproximadamente 1 g da amostra num tubo de vidro de 50 ml com a tampa
de rosca (3.8). Adicionar quatro gotas de acido cloridrico 4 M (2.7) e 40 ml de acetona
(2.1). Para produtos fortemente basicos, como o sabonete, adicionar 20 gotas de acido
cloridrico 4 M (2.7). Verificar se o pH ¢, aproximadamente, 2 utilizando papel indicador
(3.10). Tapar o tubo e agitar vigorosamente durante um minuto.

Se necessario, para facilitar a extracgdo dos conservantes para a fase de acetona,
aquecer progressivamente a mistura até cerca de 60°C para fundir a fase lipidica.
Arrefecer a solucdo até atingir a temperatura ambiente e filtrar com um papel de filtro
(3.9) para um Erlenmeyer.

Transferir 20 ml do filtrado para um Erlenmeyer de 200 ml, adicionar 20 ml de
agua e agitar. Ajustar o pH da mistura com hidroxido de potassio 4 M (2.8) até cerca de
pH 10. Utilizar o papel indicador (3.10) para medir o pH.

Adicionar 1 g de cloreto de célcio (2.9) e agitar vigorosamente. Filtrar com um
filtro de papel (3.9) para uma ampola de decantagdo de 250 ml contendo 75 ml de éter
dietilico (2.2) e agitar vigorosamente durante um minuto. Deixar separar e recolher a
camada aquosa para um frasco conico de 250 ml. Eliminar a camada de éter.
Recorrendo a papel indicador (3.10), ajustar o pH da solucdo aquosa até
aproximadamente 2 com acido cloridrico 4 M (2.7) e transferir para uma ampola de
decantagdo. Adicionar 10 ml de éter dietilico (2.2), rolhar a ampola e agitar
cuidadosamente durante um minuto. Deixar separar e transferir o extracto etéreo para
um baldo adaptavel ao evaporador rotativo (3.12). Rejeitar a camada aquosa.

Evaporar o extracto etéreo até ficar quase seco e se redissolver o residuo em 1 ml
de éter dietilico (2.2). Transferir a solugdo obtida para um frasco de amostras (3.11).

4.2 - Cromatografia em camada fina:

Para cada padrdo ou amostra a cromatografar, aplicar cerca de 3 ul de solugdo de
carbonato de litio (2.19) com uma seringa (3.5), a distancias regulares, na linha de
partida da zona de concentracdo da placa de cromatografia em camada fina (3.4) e secar
numa corrente de ar frio.

Colocar esta placa sobre uma placa de aquecimento (3.13), a 40°C, para manter as
manchas tdo pequenas quanto possivel. Com uma microsseringa (3.5) aplicar 10 pl de
cada solucdo padrdo (2.17) e da solugdo de amostra (4.1) na linha de partida da placa,
nos pontos exactos em que a solucao de carbonato de litio foi aplicada.
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Finalmente, aplicar cerca de 15 pl de reagente de derivatizacdo (2.18) nos mesmos
pontos em que foram aplicadas as solugdes padrao/amostra e a solucdo de carbonato de
litio.

Aquecer a placa de cromatografia em camada fina numa estufa (3.7) a 80°C
durante quarenta e cinco minutos.

Apos arrefecimento, eluir a placa numa tina (3.2) saturada durante quinze minutos
(sem utilizar papel de filtro), recorrendo ao eluente (2.20), até a frente do solvente
atingir uma distancia de 15 cm (pode demorar aproximadamente oitenta minutos).

Secar a placa numa corrente de ar frio e examinar as manchas obtidas sob luz
ultravioleta (UV) (3.3). Para permitir a fluorescéncia das manchas fracas, mergulhar a
placa de cromatografia fina em parafina/n-hexano (2.21).

5 - Identificagdo:

Calcular o Rf para cada mancha.

Comparar o Rf e o comportamento sob radiagdo UV obtido para a amostra com os
obtidos para as solugdes padrao.

Tirar conclusdes preliminares relativamente a presenca e identidade dos
conservantes presentes. Proceder a cromatografia liquida de alta resolucdo (HPLC)
descrita na sec¢ao B ou, se se verificar a presen¢a de acido propidnico, a cromatografia
em fase gasosa (GC) descrita na seccdo C. Comparar os tempos de retengdo obtidos
para a amostra com os das solugdes de referéncia.

Relacionar os resultados de cromatografia em camada fina com os de
cromatografia liquida de alta resolu¢do (HPLC) ou de cromatografia em fase gasosa
(GC). Basear a identificacdo dos conservantes presentes na amostra nos resultados
combinados.

B - Doseamento do acido benzoéico, do acido 4-hidrobenzoéico do acido sérbico
e do acido salicilico

1 - Principio:

Apo6s a acidificacdo, a amostra ¢ extraida com uma mistura de etanol e agua.
Depois da filtragdo, os conservantes sdo determinados através da cromatografia liquida
de alta resolugdo (HPLC).

2 - Reagentes:

2.1 - Todos os reagentes devem ser analiticamente puros e apropriados para
cromatografia liquida de alta resolugao (HPLC), quando aplicavel. Devera ser utilizada
agua destilada ou de pureza equivalente.

2.2 - Etanol, absoluto.

2.3 - Acido 4-hidroxibenzoico.

2.4 - Acido salicilico.

2.5 - Acido benzoico.

2.6 - Acido sorbico.

2.7 - Acetato de so6dio (CH3;COONa.3H,0).

2.8 - Acido acético, dfo = 1,05 g/ml.

2.9 - Acetonitrilo.

2.10 - Acido sulfarico 2 M.

2.11 - Hidroxido de potassio, aquoso, 0,2 M.

2.12 - Acido 2-metoxibenzoico.

2.13 - Mistura etanol/agua:
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Misturar 9 volumes de etanol (2.2) e 1 volume de agua destilada (2.1).

2.14 - Solugdo de padréo interno:

Preparar uma solugdo contendo cerca de 1 g de acido 2-metoxibenzoico (2.12) em
500 ml de mistura de etanol/agua (2.13).

2.15 - Fase mével para cromatografia liquida de alta resolugdo (HPLC):

2.15.1 - Tampao de acetato: adicionar 6,35 g de acetato de sddio (2.7) e 20,0 ml
de 4cido acético (2.8) a 1 | de 4gua e misturar.

2.15.2 - Preparar a fase movel, misturando 9 volumes de tampao acetato (2.15.1)
com 1 volume de acetonitrilo (2.9).

2.16 - Solugdo mae de conservantes:

Pesar com exactiddo cerca de 0,05 g de acido 4-hidroxibenzoico (2.3), 0,2 g de
acido salicilico (2.4), 0,2 g de acido benzoico (2.5) e 0,05 g de acido sérbico (2.6) num
baldo volumétrico de 50 ml e perfazer com mistura etanol/agua (2.13). Guardar esta
soluc¢do no frigorifico. A solugdo ¢é estavel durante uma semana.

2.17 - Solugdes padrao dos conservantes:

Transferir da solucdo mae concentrada (2.16) respectivamente 8,00, 4,00, 2,00,
1,00 e 0,50 ml para um conjunto de baldes volumétricos de 20 ml. A cada baldo
adicionar 10,00 ml de solucdo de padrdo interno (2.14) e 0,5 ml de acido sulftirico 2 M
(2.10). Perfazer os 20 ml com a mistura etanol/agua (2.13). Estas solugdes deverdo ser
preparadas na altura da utilizagdo.

3 - Material e equipamento:

Material corrente de laboratorio:

3.1 - Banho-maria, regulado a 60°C.

3.2 - Equipamento de cromatografia liquida de alta resolugdo (HPLC), com
detector de UV de comprimento de onda variavel e dispositivo de injec¢do de loop de
10 pl

3.3 - Coluna:

Aco inoxidavel, comprimento de 12,5 cm-25 cm, didmetro interno de 4,6 mm,
enchimento com nucleosil 5C18 ou equivalente.

3.4 - Papel de filtro; diametro: 90 mm, Schleicher & Schull, Weissband n.® 5892,
ou equivalente.

3.5 - Tubos de vidro de 50 ml com tampa de rosca.

3.6 - Frascos de vidro para amostras, 5 ml.

3.7 - Regularizadores de ebuli¢do, carborundum, 2 mm-4 mm, ou equivalente.

4 - Técnica:

4.1 - Preparacdo da amostra:

4.1.1 - Preparag@o da amostra sem adi¢ao de padrao interno:

Pesar 1 g da amostra num tubo de vidro de 50 ml com tampa de rosca (3.5).
Adicionar, com uma pipeta, 1,00 ml de acido sulfirico 2 M (2.10) e 40,0 ml de mistura
etanol/agua (2.13). Juntar aproximadamente 1 g de regularizadores para/de bulicdo
(3.7), fechar o tubo e agitar vigorosamente durante um minuto, pelo menos, até obter
uma suspensdo homogénea. Colocar o tubo durante cinco minutos exactos em agua a
60°C (3.1), para facilitar a extrac¢do dos conservantes para a fase etandlica. Arrefecer
imediatamente o tubo num fluxo de agua fria e manter o extracto a temperatura de 5°C
durante uma hora.

Filtrar o extracto com papel de filtro (3.4). Transferir aproximadamente 2 ml do
extracto para um frasco de amostras (3.6). Conservar o extracto a 5°C e proceder ao
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doseamento por cromatografia liquida de alta resolu¢do nas vinte e quatro horas
subsequentes a preparacao.

4.1.2 - Preparagdo da amostra com adigdo de padrdo interno:

Pesar com exactidao de 3 casas decimais 0,001 g, 1 g £ 0,1 g (a gramas) de
amostra num tubo de vidro de 50 ml com tampa de rosca (3.5). Com uma pipeta,
adicionar 1,00 ml de 4cido sulftrico 2 M (2.10) e 30,0 ml de mistura etanol/agua (2.13).
Juntar cerca de 1 g de regularizadores de ebulig¢do (3.7) e 10,00 ml da solucdo de padrao
interno (2.14). Fechar o tubo e agitar vigorosamente durante um minuto, pelo menos,
até obter uma suspensao homogénea. Colocar o tubo durante exactamente cinco minutos
em agua a temperatura de 60°C (3.1), para facilitar a extrac¢do dos conservantes para a
fase etanolica.

Arrefecer imediatamente o tubo num fluxo de agua fria e manter o extracto a
temperatura de 5°C durante uma hora.

Filtrar o extracto com papel de filtro (3.4). Transferir aproximadamente 2 ml do
filtrado para um frasco para amostras (3.6). Manter o filtrado a temperatura de 5°C e
realizar o doseamento por cromatografia liquida de alta resolugdo nas vinte quatro horas
subsequentes a preparacao.

4.2 - Cromatografia liquida de alta resolugdo:

Fase movel: acetonitrilo/tampao acetato (2.15).

Ajustar o fluxo da fase movel na coluna a 2,0 ml/min. + 0,5 ml/min.

Fixar o detector de comprimento de onda em 240 nm.

4.2.1 - Calibracao:

Injectar quantidades de 10 pl de cada uma das solugdes padrdo diluidas de
conservantes (2.17) no cromatografo de fase liquida (3.2). Relativamente a cada
solugdo, determinar as razdes entre as alturas dos picos dos conservantes analisados e a
altura do pico do padrdo interno dos cromatogramas obtidos. Elaborar um grafico para
cada conservante, relacionando a razdo da altura do pico com a concentragdo de cada
solugdo padrao diluida.

Verificar se se obtém uma resposta linear para as solugdes padrao diluidas no
processo de calibragdo.

4.2.2 - Doseamento:

Injectar 10 pl do extracto da amostra (4.1.1) no cromatografo de fase liquida (3.2)
e registar o cromatograma. Injectar 10 pl de uma solucdo padrao de conservante (2.17) e
registar o cromatograma. Comparar os cromatogramas obtidos. Se no cromatograma do
extracto de amostra (4.1.1) ndo ocorrerem picos com, aproximadamente, o mesmo
tempo de retengdo do acido 2-metoxibenzodico (padrdo interno recomendado), injectar
10 pl de extracto da amostra com padrdo interno (4.1.2) no cromatografo liquido e
registar o cromatograma.

Se se verificar a interferéncia de um pico no cromatograma do extracto da amostra
(4.1.1) com o mesmo tempo de retencdo do acido 2-metoxibenzoico, seleccionar outro
padrdo interno adequado (se um dos conservantes em estudo ndo aparecer no
cromatograma, esse conservante podera ser utilizado como padrdo interno).

Verificar se 0s cromatogramas obtidos para uma solucdo padrdo e a solugdo da
amostra preenchem os seguintes requisitos:

O pico de separacdo do par menos separado devera ser de 0,90, pelo menos
(para uma defini¢do de pico de separacdo, observar a figura 1):
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Figura 1. — Pico de separacao

Se ndo se obtiver a separacdo necessaria, haverd que utilizar uma coluna mais
eficaz ou adaptar a composicdo da fase movel até serem alcancadas as
condi¢des pretendidas;

O factor de assimetria As de todos os picos devera estar compreendido entre
0,9 e 1,5 (para uma defini¢do de factor de assimetria do pico, v. figura 2).

Para registar o cromatograma com vista a determinac¢do do factor de assimetria
recomenda-se uma velocidade de banda de registo ndo inferior a 2 cm/min.;

E b
:F — > hito

Figura 2. — Factor de assimetria do pico

Devera obter-se uma linha de base estavel.

5 - Calculo:

Utilizar a razdo entre as alturas dos picos dos conservantes analisados e a altura do
pico do acido 2-metoxibenzodico (padrdo interno) e o grafico de calibragio para calcular
a concentragao dos conservantes acidos na solu¢do de amostra. Calcular o teor de acido
benzoico, acido 4-hidroxibenzodico, acido sorbico ou de acido salicilico na amostra, em
percentagem em massa (xi), utilizando a formula:

100205 b

xi% (m/m) = 10  500.a

em que:

a = massa (g) da amostra para analise (4.1.2);
b = concentragdo (microgramas por mililitros) do conservante no extracto da
amostra (4.1.2) obtido no grafico de calibragao.

6 - Repetibilidade (segundo a norma ISO 5725):

Para um teor de acido 4-hidroxibenzoico de 0,40%, a diferenca entre os resultados
de duas determinacdes paralelas efectuadas com a mesma amostra nao deve ultrapassar
um valor absoluto de 0,035%.

Para um teor de acido benzoico de 0,50%, a diferenca entre os resultados de duas

determinagdes paralelas efectuadas com a mesma amostra ndo deve ultrapassar um
valor absoluto de 0,050%.
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Para um teor de acido salicilico de 0,50%, a diferenca entre os resultados de duas
determinagdes paralelas efectuadas com a mesma amostra ndo deve ultrapassar um
valor absoluto de 0,045%.

Para um teor de acido soérbico de 0,60%, a diferenca entre os resultados de duas
determinagdes paralelas efectuadas com a mesma amostra ndo deve ultrapassar um
valor absoluto de 0,035%.

7 - Observagdes:

7.1 - Os resultados de um teste de robustez do método indicaram que a quantidade
de acido sulfurico adicionada para extrair os acidos da amostra ¢ critica, devendo a
quantidade de amostra utilizada manter-se dentro dos limites prescritos.

7.2 - Se se desejar, podera ser utilizada uma pré-coluna adequada.

C - Doseamento do acido propionico

1 - Objectivo e campo de aplicagao:
Este método ¢ aplicavel para o doseamento do acido propionico em todos os
produtos cosméticos até uma concentragdo maxima de 2% (m/m).

2 - Definigao:
A concentracdo de acido propidnico determinada segundo este método € expressa
em percentagem de massa (% m/m) do produto.

3 - Principio:

Apos extracgdo do acido propionico do produto, o doseamento ¢ feito por
cromatografia em fase gasosa (GC), utilizando o acido 2-metilpropiéonico como padrao
interno.

4 - Reagentes:

Todos os reagentes devem ser analiticamente puros; deverd ser utilizada agua
destilada ou de pureza equivalente.

4.1 - Etanol 96% (v/v).

4.2 - Acido propidnico.

4.3 - Acido 2-metilpropionico.

4.4 - Acido ortofosforico 10% (m/v).

4.5 - Solugao de acido propidnico.

Pesar com exactiddo aproximadamente 1,00 g (p gramas) de acido propidnico
num baldo volumétrico de 50 ml e perfazer com etanol (4.1).

4.6 - Solucgdo de padrao interno:

Pesar aproximadamente 1,00 g (e gramas) de acido 2-metilpropioénico num baldo
volumétrico de 50 ml e perfazer com etanol (4.1).

5 - Material e equipamento:

5.1 - Material corrente de laboratorio.

5.2 - Equipamento para cromatografia em fase gasosa com detector de ionizagdo
por chama.

5.3 - Tubo de vidro (20 mm x 150 mm) com tampa de rosca.

5.4 - Banho-maria a temperatura de 60°C.

5.5 - Seringa de vidro de 10 ml com filtro de membrana (didmetro dos poros: 0,45

pum).
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6 - Técnica:

6.1 - Preparacdo da amostra:

6.1.1 - Preparacdo da amostra sem o padrdo interno.

Pesar aproximadamente 1 g da amostra num tubo de vidro (5.3). Adicionar 0,5 ml
de 4cido fosforico (4.4) e 9,5 ml de etanol (4.1).

Tapar o tubo e agitar vigorosamente. Se necessario, colocar o tubo em agua a
temperatura de 60°C (5.4) durante cinco minutos, para dissolver completamente a fase
lipidica. Arrefecer rapidamente sob agua corrente.

Filtrar uma parte da solugdo com um filtro de membrana (5.5). Proceder a
cromatografia do filtrado no proprio dia.

6.1.2 - Preparagdo da amostra com padrdo interno:

Pesar com exactidao até trés casas decimais 0,001 g, 1 g £ 0,1 g (a¢ gramas) de
amostra num tubo de vidro (5.3). Adicionar 0,5 ml de &cido ortofosforico (4.4), 0,50 ml
de solucao de padrio interno (4.6) e 9 ml de etanol (4.1).

Tapar o tubo e agitar vigorosamente. Se necessario, colocar o tubo em agua a
temperatura de 60°C (5.4) durante cinco minutos, para dissolver a fase lipidica.
Arrefecer rapidamente sob agua corrente. Filtrar parte da solucdo com um filtro de
membrana (5.5). Proceder a cromatografia do filtrado no proprio dia.

6.2 - Condigdes para cromatografia em fase gasosa (GC):

Recomendam-se as seguintes condigdes:

Coluna:

Tipo - ago inoxidavel;
Comprimento - 2 m;
Diametro - 1/8";

Enchimento - 10% SP™ 1000 (ou equivalente) + 1% H3;PO4 em Chromosorb
WAW 100-120 mesh;

Temperatura:

Injector - 200°C;
Coluna - 120°C;
Detector - 200°C;

Gas vector:

Azoto;
Fluxo - 25 ml/min.

6.3 - Cromatografia:

6.3.1 - Calibragéao:

Pipetar respectivamente 0,25, 0,50, 1,00, 2,00 ¢ 4,00 ml de solugdo de acido
propidnico (4.5) para baldes volumétricos de 20 ml. Adicionar a cada um, com uma
pipeta, 1,00 ml de solugdo de padrdo interno (4.6); perfazer o volume de 20 ml com
etanol (4.1) e misturar. As solucdes assim preparadas contém e mg/ml de acido 2-
metilpropidonico como padrao interno (ou seja, 1 mg/ml se e = 1,000) e p/4, p/2, p, 2p,

INFARMED - Gabinete Juridico e Contencioso



Legislacdao Farmacéutica Compilada Portaria n.° 503/94, de 6 de Julho

4p mg/ml de acido propiodnico (ou seja, 0,25, 0,50, 1,00, 2,00 e 4,00 mg/ml se p =
1,000).

Injectar 1 pl de cada uma destas solugdes e obter a curva de calibragdo
inscrevendo no eixo dos «x» a relacdo entre as massas do acido propidnico e no eixo
dos «y» a relagdo entre as areas de pico correspondentes.

Proceder a trés injecgoes de cada solucdo e calcular a média das razdes das areas
dos picos.

6.3.2 - Doseamento:

Injectar 1 pl do filtrado da amostra do n.° 6.1.1. Comparar o cromatograma com o
de uma das solu¢des padrdo (6.3.1). Se o pico apresentar um tempo de retencdo
sensivelmente andlogo ao do 4cido 2-metilpropioénico, mudar o padrdo interno. Se ndo
se observar interferéncia, injectar 1 pl do filtrado da amostra do n.° 6.1.2 e medir as
areas do pico do acido propionico e do pico do padrao interno.

Fazer trés injec¢des de cada solucdo e calcular a média das razdes das areas dos
picos.

7 - Célculos:

7.1 - A partir da curva de calibragdo obtida no n.° 6.3.1, determinar a razdo e
massas (K), correspondente a razdo de areas dos picos calculada no n.° 6.3.2.

7.2 - A partir da razdo de massas obtida desta forma, calcular o teor (x) de acido
propidnico na amostra, em percentagem em massa, recorrendo a formula:

X% (m/m) = K05.100.e =K£
50.a a

em que:

k =razdo calculada no n.° 7.1;
e = massa, em gramas, do padrdo interno pesado no n.° 4.6;
a = massa, em gramas, da amostra pesada no n.® 6.1.2.

Expressar o resultado com uma casa decimal.

8 - Repetibilidade (segundo a norma ISO 5725):

Para um teor em 4cido propionico de 2% (m/m), a diferenga entre os resultados de
duas determinagOes paralelas efectuadas com a mesma amostra ndo deve ultrapassar
0,12%.

CAPITULO XXXV

Hidroquinona, éter monometilico de hidroquinona, éter monoetilico de
hidroquinona e éter monobenzilico de hidroquinona - Identificacido e doseamento.

A - Identificacao

1 - Objectivo e campo de aplicacao:

Este método descreve a deteccdo e a identificagdo da hidroquinona, do éter
monometilico de hidroquinona, do éter monoetilico de hidroquinona e do éter
monobenzilico de hidroquinona (monobenzona) em produtos cosméticos para
branqueamento da pele.
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2 - Principio:
A hidroquinona e os respectivos éteres sdo identificados por cromatografia em
camada fina (TLC).

3 - Reagentes:

Os reagentes devem ser analiticamente puros.

3.1 - Etanol 96% (v/v).

3.2 - Cloroférmio.

3.3 - Eter dietilico

3.4 - Eluente:

Cloroformio (3.2)/éter dietilico (3.3), 66:33 (v/v).

3.5 - Aménia, 25% (m/m) (d;° = 0,91 g/ml).

3.6 - Acido ascorbico.

3.7 - Hidroquinona.

3.8 - Eter monometilico de hidroquinona.

3.9 - Eter monoetilico de hidroquinona.

3.10 - Eter monobenzilico de hidroquinona (monobenzona).

3.11 - Solugdes padrio:

As seguintes solugdes padrido devem ser preparadas de fresco e mantém-se
estaveis durante um dia:

3.11.1 - Pesar 0,05 g de hidroquinona (3.7) num tubo de ensaio graduado de 10
ml. Adicionar 0,250 g de acido ascorbico (3.6) e 5 ml de etanol a 96% (3.1).

Adicionar aménia (3.5) até pH 10 ¢é perfazer o volume de 10 ml com etanol (3.1).

3.11.2 - Pesar 0,05 g de éter monometilico de hidroquinona (3.8) num tubo de
ensaio graduado de 10 ml. Adicionar 0,250 g de acido ascorbico (3.6) e 5 ml de etanol
(3.1). Adicionar amonia (3.5) até pH 10 e perfazer o volume de 10 ml com etanol (3.1).

3.11.3 - Pesar 0,05 g de éter monoetilico de hidroquinona (3.9) num tubo de
ensaio graduado de 10 ml. Adicionar 0,250 g de acido ascérbico (3.6) e 5 ml de etanol
(3.1). Adicionar amonia (3.5) até pH 10 e perfazer o volume de 10 ml com etanol (3.1).

3.11.4 - Pesar 0,05 g de éter monobenzilico de hidroquinona (3.10) num tubo de
ensaio graduado de 10 ml. Adicionar 0,250 g de acido ascérbico (3.6) e 5 ml de etanol
(3.1). Adicionar amonia (3.5) até pH 10 e perfazer o volume de 10 ml com etanol (3.1).

3.12 - Nitrato de prata.

3.13 - Acido 12-fosfomolibdico.

3.14 - Ferrocianeto de potassio hexa-hidratado.

3.15 - Cloreto férrico hexa-hidratado.

3.16 - Reagentes para revelacdo:

3.16.1 - A uma solucdo aquosa de nitrato de prata (3.12) a 5% (m/v) adicionar
amonia (3.5) até dissolugdo do precipitado formado.

Aviso. - A solugdo torna-se instavel em repouso (risco de explosdo) e deve ser
eliminada apos utilizagao.

3.16.2 - Solugdo a 10% (m/v) de acido 12-fosfo-molibdico (3.13) em etanol (3.1).

3.16.3 - Preparar uma solu¢do aquosa de ferrocianeto de potassio (3.14) a 1%
(m/v) e um soluto aquoso de cloreto férrico (3.15) a 2% (m/v). Misturar partes iguais de
ambos os solutos imediatamente antes da utilizagao.

4 - Material e equipamento:
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4.1 - Material corrente de laboratorio.

4.2 - Equipamento convencional de TLC.

4.3 - Placas de TLC pré-preparadas: silica gele GHR/UV;s4; 20 cm x 20 cm
(Machery, Nagel ou equivalente); espessura da camada: 0,25 mm.

4.4 - Banho de ultra-sons.

4.5 - Centrifuga.

4.6 - Lampada UV, 254 nm.

5 - Técnica:

5.1 - Preparacdo da amostra:

Pesar 3,0 g da amostra num tubo de ensaio graduado de 10 ml. Adicionar 0,250 g
de acido ascorbico (3.6) e 5 ml de etanol (3.1). Ajustar a pH 10 com amoénia (3.5).
Perfazer o volume com etanol (3.1). Rolhar o tubo e homogeneizar num banho de ultra-
sons durante dez minutos. Filtrar através de papel de filtro ou centrifugar a 3000 rpm.

5.2 -TLC:

5.2.1 - Saturar uma tina de cromatografia com o eluente (3.4).

5.2.2 - Depositar numa placa 2 pl de solugdo padrio (3.11) e 2 pl de solucdo da
amostra (5.1). Eluir a temperatura ambiente ao abrigo da luz até que a frente do solvente
tenha migrado 15 cm desde o ponto de partida.

5.2.3 - Retirar a placa e deixar secar a temperatura ambiente.

5.3 - Detecgao:

5.3.1 - Observar a placa a luz UV a 254 nm e assinalar a posi¢do das manchas.

5.3.2 - Nebulizar a placa com:

Reagente de nitrato de prata (3.16.1); ou

Reagente de acido fosfomolibdico (3.16.2); aquecer aproximadamente até
120°C; ou

Solucdo de ferrocianeto de potéssio e solugdo de cloreto férrico (3.16.3).

6 - Identificagao:

Calcular o valor de Rf para cada mancha.

Comparar as manchas obtidas para a solugdo da amostra com as obtidas a partir
das solucdes padrao relativamente a: valores de Rf; cor das manchas sob radiacao UV;
cor das manchas apods visualizacdo reveladora.

Executar a técnica de cromatografia liquida de alta resolugdo (HPLC) descrita na
parte B e comparar os tempos de retencdo obtidos para o(s) pico(s) da solucdo da
amostra com os das solugdes padrio.

Relacionar os resultados obtidos pelas técnicas TLC e HPLC para identificar a
presenca de hidroquinona e ou dos respectivos éteres.

7 - Observacdes:
Nas condigdes descritas, observam os seguintes valores de Rf:

Hidroquinona - 0,32;

Eter monometilico de hidroquinona - 0,53;
Eter monoetilico de hidroquinona - 0,55;
Eter monobenzilico de hidroquinona - 0,58.
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B - Doseamento

1 - Objectivo e campo de aplicagio:

Este método descreve o doseamento da hidroquinona, do éter monometilico de
hidroquinona, do éter monoetilico de hidroquinona e do éter monobenzilico de
hidroquinona em produtos cosméticos para branqueamento da pele.

2 - Principio:

A amostra ¢ extraida com uma mistura agua/metanol, com aquecimento suave,
para fundir quaisquer lipidos presentes. O doseamento ¢ realizado por cromatografia
liquida de fase reversa com detecgao UV.

3 - Reagentes:

3.1 - Os reagentes devem ser analiticamente puros. A dgua utilizada deve ser
destilada a/ou pelo menos de pureza equivalente.

3.2 - Metanol.

3.3 - Hidroquinona.

3.4 - Eter monometilico de hidroquinona.

3.5 - Eter monoetilico de hidroquinona.

3.6 - Eter monobenzilico de hidroquinona (monobenzona).

3.7 - Tetra-hidrofurano para HPLC.

3.8 - Mistura agua/metanol 1:1 (v/v). Misturar 1 volume de agua e 1 volume de
metanol (3.2).

3.9 - Fase movel: mistura de tetra-hidrofurano/agua 45:55 (v/v). Misturar 45
volumes de tetra-hidrofurano (3.7) e 55 volumes de agua.

3.10 - Solugéo padrio:

Pesar 0,06 g de hidroquinona (3.3), 0,08 g de éter monometilico de hidroquinona
(3.4), 0,10 g de éter monoetilico de hidroquinona (3.5) e 0,12 g de éter monobenzilico
de hidroquinona (3.6) para num baldo volumétrico de 50 ml. Dissolver e perfazer o
volume com metanol (3.2). Preparar a solugdo padrao diluindo 10,00 ml desta solugdo
para 50,00 ml com a mistura agua/metanol (3.8).

Estas solucdes tém de ser preparadas de fresco.

4 - Material e equipamento:

Material corrente de laboratorio:

4.1 - Banho-maria a 60°C.

4.2 - Cromatdgrafo de fase liquida de alta resolugdo (HPLC) com um detector de
UV de comprimento de onda variavel e um dispositivo de injec¢do de 10 pl de loop.

4.3 - Coluna:

Coluna cromatografica de ago inoxidavel, de 250 mm de comprimento, didmetro
interno de 4,6 mm, com enchimento de fenil Zorbax (fenetilsilano ligado quimicamente
em Zorbax SIL, com os grupos silanol livres derivatizados com trimetilclorosilano
particulas de 6 mm, ou equivalente). Nao utilizar pré-colunas, com excepg¢ao das pré-
colunas do tipo fenil ou equivalente.

4.4 - Papel de filtro, didmetro de 90 mm, Schleicher & Schull, Weissband n.° 5892
ou equivalente.

5 - Técnica:
5.1 - Preparacdo da amostra:
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Pesar com a exactiddo de trés casas decimais 1 g + 0,1 g (a gramas) de amostra
num baldo volumétrico de 50 ml. Dispersar a amostra em 25 ml de mistura
agua/metanol (3.8). Fechar o recipiente e agitar vigorosamente até obter uma suspensao
homogénea. Agitar durante pelo menos um minuto. Colocar o recipiente em banho-
maria (4.2) a 60°C, a fim de aumentar a extraccdo. Arrefecer o recipiente e perfazer o
volume com a mistura agua/metanol (3.8). Filtrar o extracto com papel de filtro (4.4).

Executar a determinagdo HPLC nas vinte e quatro horas subsequentes a
preparagdo do extracto.

5.2 - Cromatografia liquida de alta resolugdo (HPLC):

5.2.1 - Ajustar o fluxo da fase movel (3.9) para 1,0 ml/min. e fixar o detector de
comprimento de onda em 295 nm.

5.2.2 - Injectar 10 pl da solucdo da amostra, obtida conforme descrito no n.° 5.1, e
registar o cromatograma. Medir as areas dos picos.

Calibrar conforme descrito no n.° 5.2.3. Comparar os cromatogramas obtidos para
as solugdes amostra e padrdo. Utilizar as areas dos picos e os factores da resposta (RF)
calculados no n.° 5.2.3 para determinar a concentracdo das substincias a analisar na
solucdo da amostra.

5.2.3 - Calibragao:

Injectar 10 pl da solucdo padrio (3.10) e registar o cromatograma. Injectar varias
vezes até obter uma area de pico constante.

Determinar o factor resposta RF;:

em que:

pi = area do pico de hidroquinona, éter monometilico de hidroquinona, éter
monoetilico de hidroquinona ou éter monobenzilico de hidroquinona;

¢i = concentracdo (gramas por 50 ml) na solucdo padrio (3.10) de
hidroquinona, éter monotilico de hidroquinona, éter monoetilico de
hidroquinona ou éter metilico de hidroquinona, éter monoetilico de
hidroquinona ou éter monobenzilico de hidroquinona.

Verificar se os cromatogramas obtidos para as solucdes padrdo e amostra
obedecem aos seguintes requisitos:

A separagdo de picos do par de picos pior separados deve ser, no minimo, de
0,90 (para defini¢do da separagdo de picos, v. figura 1):

Figura 1. — Separagao dos picos

Se ndo se obtiver a separacdo necessaria, havera que utilizar uma coluna mais
eficaz ou adaptar a composicdo da fase movel até serem alcancadas as
condi¢des pretendidas;
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O factor de assimetria 45 de todos os picos obtidos deve situar-se na gama 0,9 a
1,5 (para definicdo do factor de assimetria de picos, v. figura 2). Para
registar o cromatograma com vista a determinacdo do factor de assimetria,
recomenda-se uma velocidade de registo de pelo menos 2 cm/min..:

» 10

— |
3 1 bR N

Figura 2. — Factor de assimetria dos picos
Devera obter-se uma linha de base estavel.

6 - Calculo:

Utilizar as areas dos picos das substancias a analisar para calcular as respectivas
concentragdes na amostra. Calcular a concentragdo da substancia a analisar na amostra,
em percentagem por massa (X), por meio da seguinte formula:

b, x100
RF..a

1

Xi % (m/m) =

em que:

a = massa da amostra, em gramas;
bi = area de pico da substancia i a analisar na amostra;
RF; = factor de resposta.

7 - Repetibilidade (segundo a norma ISO 5725):

7.1 - Para um teor de hidroquinona de 2,0%, a diferenca entre os resultados de
duas determinacdes efectuadas em paralelo na mesma amostra ndo deve exceder um
valor absoluto de 0,13%.

7.2 - Para um teor de éter monometilico de hidroquinona de 1,0%, a diferenca
entre os resultados de duas determinagdes efectuadas em paralelo na mesma amostra
nao deve exceder um valor absoluto de 0,1%.

7.3 - Para um teor de éter monoetilico de hidroquinona de 1,0%, a diferenca entre
os resultados de duas determinagdes efectuadas em paralelo na mesma amostra ndo deve
exceder um valor absoluto de 0,11%.

7.4 - Para um teor de éter monobenzilico de hidroquinona de 1,0%, a diferenga
entre os resultados de duas determinacgdes efectuadas em paralelo na mesma amostra
ndo deve exceder um valor absoluto de 0,11%.

8 - Reprodutibilidade (segundo a norma ISO 5725):

8.1 - Para um teor de hidroquinona de 2,0%, a diferenca entre os resultados de
duas determinacbes efectuadas na mesma amostra em condigoes diferentes
(laboratorios, operadores, material e ou tempo de execucao diferentes) ndo deve exceder
um valor absoluto de 0,37%.
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8.2 - Para um teor de éter monometilico de hidroquinona de 1,0%, a diferenca
entre os resultados de duas determinacdes efectuadas na mesma amostra em condig¢des
diferentes (laboratdrios, operadores, material ¢ ou tempo de execugdo diferentes) ndo
deve exceder um valor absoluto de 0,21%.

8.3 - Para um teor de éter de monoetilico de hidroquinona de 1,0%, a diferenca
entre os resultados de duas determinagdes efectuadas na mesma amostra em condigoes
diferentes (laboratdrios, operadores, material e ou tempo de execucdo diferentes) ndo
deve exceder um valor absoluto de 0,19%.

8.4 - Para um teor de éter monobenzilico de hidroquinona de 1,0%, a diferenca
entre os resultados de duas determinagdes efectuadas na mesma amostra em condig¢des
diferentes (laboratdrios, operadores, material ¢ ou tempo de execucgdo diferentes) ndo
deve exceder um valor absoluto de 0,11%.

9 - Observacoes:

9.1 - Quando se determinar um teor de hidroquinona consideravelmente superior a
2% e for necessario um calculo exacto, o extracto da amostra (5.1) deve ser diluido até
atingir uma concentracdo idéntica a que seria obtida com uma amostra com um teor de
hidroquinona de 2% e a determinagdo repetida (com alguns equipamentos, a
absorvéncia pode situar-se fora da gama de linearidade do detector para concentracdes
elevadas de hidroquinona).

9.2 - Interferéncias:

O método acima descrito permite a determinacdo da hidroquinona e dos
respectivos éteres com um unico ciclo isocratico. A utilizacdo da coluna de fenil garante
uma retencdo suficiente de hidroquinona, retencdo essa que ndo pode ser garantida
quando ¢ utilizada uma coluna C18 com a fase movel descrita.

No entanto, este método esta sujeito a interferéncias devidas aos parabenos. Em
tal caso, a determinagdo deve ser repetida recorrendo a um sistema diferente de fase
movel/fase estacionaria. Nas referéncias 1 e 2 estdo descritos os métodos adequados,
nomeadamente:

Coluna Zorbaz ODS, 4,6 mm x 25 c¢cm, ou equivalente:

Temperatura: 36°C;
Fluxo: 1,5 ml/min.;

Fase movel:

Para a hidroquinona: metanol/agua 5/95 (v/v);

Para o éter monometilico de hidroquinona metanol/agua 30/70 (v/v);
Para o éter monobenzilico de hidroquinona metanol/agua 80/20 (v/v) M.

Coluna Spherisorb S5-ODS ou equivalente:

Fase movel: agua/metanol 90/10 (v/v);
Fluxo: 1,5 ml/min.

Estas condi¢es sdo adequadas para a hidroquinona (%).
() M. Herpol-Borremans and M. O. Masse, «Identification et dosage de

I'hydroquinone et ses éthers méthylique et benzylique dans les produits
cosmeétiques pour blanchir la peauy, Int. J. Cosmet, Sci 8-203-214 (1986).
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(2) J. Firth and I Rix, «Determination of Hydroquinone in skintoning
creamsy, Analyst (1986), 111, p. 129.

INFARMED - Gabinete Juridico e Contencioso



