N¢ L 213/8

Jornal Oficial das Comunidades Europeias

22. 8. 96

SETIMA DIRECTIVA 96/45/CE DA COMISSAO
de 2 de Julho de 1996

relativa aos métodos de andlise necessarios ao controlo da composicio dos
produtos cosméticos

(Texto relevante para efeitos do EEE)

A COMISSAO DAS COMUNIDADES EUROPEIAS,

Tendo em conta o Tratado que institui a Comunidade
Europeia,

Tendo em conta a Directiva 76/768/CEE do Conselho, de
27 de Julho de 1976, relativa a aproximagio das legisla-
¢bes dos Estados-membros respeitantes aos produtos
cosméticos ('), com a ultima redac¢do que lhe foi dada
pela Directiva 95/34/CE da Comissdo (3, e, nomeada-
mente, o n® 1 do seu artigo 89,

Considerando que a Directiva 76/768/CEE prevé
controlos oficiais dos produtos cosméticos, com o objec-
tivo de verificar se sdo respeitadas as condi¢bes exigidas
pelas disposi¢Bes comunitarias relativas a composigdo de
produtos cosméticos;

Considerando que convém estabelecer, o mais rapida-
mente possivel, todos os métodos de anilise necessarios;
que certos métodos foram ja adoptados na Directiva
80/1335/CEE da Comissdo (°), alterada pela Directiva
87/143/CEE (%, na Directiva 82/434/CEE da Comissdo (%),
alterada pela Directiva 90/207/CEE (), e nas Directivas da
Comissdo 83/154/CEE ("), 85/490/CEE (%), 93/73/CEE () e
95/32/CE (*%;

Considerando que a identificagdo e a determinagio de
2-fenoxietanol, 1-fenoxi-2-propanol, 4-hidroxibenzoato de
metilo, 4-hidroxibenzoato de etilo, 4-hibroxibenzoato de
propilo, 4-hidroxibenzoato de butilo e 4-hidroxibenzoato
de benzilo nos produtos cosméticos constituem uma
sétima etapa;

Considerando que as medidas previstas na presente direc-
tiva estio em conformidade com o parecer do Comité
para a adaptagio ao progresso técnico da Directiva
76/768/CEE,

ADOPTOU A PRESENTE DIRECTIVA:

Artigo 1°

Os Estados-membros tomardo as medidas necessérias para
assegurar que, aquando dos controlos oficiais dos produtos
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cosméticos, a identificagio e a determinacdo de 2-fenoxie-
tanol, 1-fenoxi-2-propanol, 4-hidroxibenzoato de metilo,
4-hidroxibenzoato de etilo, 4-hibroxibenzoato de propilo,
4-hidroxibenzoato de butilo e 4-hidroxibenzoato de
benzilo sejam efectuadas em conformidade com o método
descrito no anexo.

Artigo 2°

1. Os Estados-membros pordo em vigor as disposi¢des
legislativas, regulamentares e administrativas necessarias
para darem cumprimento ao disposto na presente direc-
tiva, o mais tardar, até 30 de Setembro de 1997. Desse
facto informardo imediatamente a Comissdo.

2. As disposi¢bes adoptadas pelos Estados-membros
fario referéncia a presente directiva ou serio acompa-
nhadas dessa referéncia aquando da sua publicag¢do oficial.
As modalidades dessa referéncia serio adoptadas pelos
Estados-membros.

3. Os Estados-membros comunicardio a Comissio o
texto das disposi¢des do direito interno que adoptarem
no dominio regulado pela presente directiva.

Artigo 3°

A presente directiva entra em vigor no vigésimo dia
seguinte ao da sua publicacio no Jornal Oficial das
Comunidades Europeias.

Artigo 4°

Os Estados-membros sio os destinatarios da presente
directiva.

Feito em Bruxelas, em 2 de Julho de 1996.

Pela Comissdo
Emma BONINO

Membro da Comissdo
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IDENTIFICAGCAO E DETERMINAGCAO DE 2-FENOXIETANOL, 1-FENOXI-2-PROPANOL,

ANEXO0

4-HIDROXIBENZOATO DE METILO, 4-HIDROXIBENZOATO DE ETILO, 4-HIDROXIBEN-
ZOATO DE PROPILO, 4-HIDROXIBENZOATO DE BUTILO E 4-HIDROXIBENZOATO DE

BENZILO EM PRODUTOS COSMETICOS

A. IDENTIFICACAO

1.

3.2
3.3.
3.4.
3.5.
3.6.
3.7.
38.
39.

3.10.

3.11.
3.12.
3.13.
3.14.
3.15.
3.16.
3.17.
3.18.

3.19.

Objectivo e campo de aplicagao

O presente método especifica um procedimento de cromatografia de camada fina que, combinado
com o método de determinacio descrito na parte B, permite identificar o 2-fenoxietanol, 1-fe-
noxi-2-propanol, 4-hidroxibenzoato de metilo, 4-hidroxibenzoato de etilo, 4-hidroxibenzoato de
propilo, 4-hidroxibenzoato de butilo e 4-hidroxibenzoato de benzilo em produtos cosméticos.

Principio

Os conservantes sdo extraidos com acetona da amostra de cosmético acidificada. Apbés filtragdo, a
solugio de acetona é misturada com 4gua e os acidos gordos sio precipitados num meio alcalino
sob a forma de sais de céalcio. A mistura alcalina acetona/agua ¢ extraida com éter dietilico para
retirar as substincias lipofilicas. Apos acidificagdo, extraem-se os conservantes com éter dietilico.
Aplica-se uma fracgio do extracto de éter dietilico sobre uma placa de camada fina revestida com
gel de silica. Apés a revelagdo da placa, observa-se, com luz ultravioleta, o cromatograma obtido,
que ¢ vizualizado com a ajuda de reagente de Millon.

Reagentes

Generalidades

Todos os reagentes utilizados devem ser de pureza analitica. Deve utilizar-se 4gua destilada, ou
agua cuja pureza seja, no minimo, igual.

Acetona.

Eter dietilico.

n-Pentano.

Metanol.

Acido acético, glacial.

Solugdo de 4cido cloridrico, ¢(HCl) = 4 mol/l.
Solugio de hidréxido de potissio, ((KOH)=4 mol/l
Cloreto de célcio bi-hidratado (CaCl,-2H,0).
Revelador: reagente de Millon

O reagente de Millon [nitrato de mercirio (II)] é uma solugéio pronta para utilizagdo a venda no
mercado (Fluka 69820).

2-fenoxietanol.

1-fenoxi-2-propanol.

4-hidroxibenzoato de metilo (metilparabeno).
4-hidroxibenzoato de etilo (etilparabeno).
4-hidroxibenzoato de n-propilo (propilparabeno).
4-hidroxibenzoato de n-butilo (butilparabeno).
4-hidroxibenzoato de benzilo (benzilparabeno).

Solugdes de referéncia

Preparar solugdes a 0,1 % (m/V) de cada uma das substincias de referéncia 3.11, 3.12, 3.13, 3.14,
3.15, 3.16 e 3.17 em metanol.

Solvente de revelagio

Misturar 88 volumes de n-pentano com 12 volumes de 4cido glacial acético.
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4.1.
4.2
4.3.
44.

4.5.
4.6.
4.7.

4.8.
49.

5.2

Aparelhos e utensilios

Material corrente de laboratorio e

Banho de agua, capaz de manter a temperatura a 60 °C,
Tina para revelagdo (ndo forrada com papel de filtro),
Fonte de luz ultravioleta, 254 nm,

Placas de camada fina, 20 cm X 20 cm, previamente revestidas com 0,25 mm de gel de silica
60 Fy5,, com zona de concentragdo (Merck n? 11798, Darmstadt, ou equivalente),

Forno, capaz de manter temperaturas até 105°C,
Secador de cabelo de ar quente,

Rolo de pintar, em 13, com aproximadamente 10 c¢cm de comprimento e 3,5 cm de didmetro
externo. A espessura da camada de 13 devera ser de 2-3 mm. Desbastar a 13, se necessario.

(Ver nota do ponto 5.2),
Tubos de ensaio de 50 ml com tampa de rosca,

Placa eléctrica de aquecimento, com controlador termostatico da temperatura. Regulagio da
temperatura: aproximadamente 80 °C. A placa de aquecimento deve estar coberta com uma placa
de aluminio de 20 cm x 20 cm e com uma espessura de, aproximadamente, 6 mm, a fim de
proporcionar uma distribui¢do uniforme do calor.

Técnica
Preparacio das amostras

Pesar cerca de 1 g de amostra para um tubo de ensaio de 50 ml com tampa de rosca. Adicionar 4
gotas de solugdo de 4cido cloridrico (3.7) e 40 ml de acetona.

Para produtos cosméticos fortemente basicos, como sabonetes, devem adicionar-se 20 gotas de
solugdo de acido cloridrico. Fechar o tubo, aquecer lentamente a mistura até uma temperatura
aproximada de 60 °C, a fim de facilitar a extrac¢io dos conservantes para a fase de acetona e agitar
vigorosamente durante um minuto.

Medir o pH da solugio com papel indicador de pH e ajustar o pH da solugio a < 3 com solugéo
de acido cloridrico. Agitar de novo, vigorosamente, durante um minuto.

Deixar arrefecer a solugdo a temperatura ambiente e filtrar com papel de filtro para um baldo
cénico. Transferir 20 ml deste filtrado para um baldo cénico de 200 ml, adicionar 60 ml de 4gua e
homogeneizar. Ajustar o pH da mistura a aproximadamente 10 com solugio de hidroxido de
potassio (3.8), utilizando papel indicador de pH.

Acrescentar 1 g de cloreto de calcio bi-hidratado (3.9) e agitar vigorosamente. Filtrar a solugdo
através de um papel de filtro para uma ampola de decantagdo de 250 ml contendo 75 ml de éter
dietilico e agitar vigorosamente durante 1 minuto. Deixar decantar as fases e recolher a camada
aquosa num baldo cénico de 200 ml. Ajustar o pH da solugio a aproximadamente 2 com solugio
de 4cido cloridrico, usando papel indicador de pH. Seguidamente, adicionar 10 ml de éter dietilico
e agitar vigorosamente durante 1 minuto. Deixar decantar as fases ¢ transferir aproximadamente
2 ml da camada de éter dietilico para um tubo de amostragem de 5 ml.

Cromatografia de camada fina (CCF)

Colocar uma placa de CCF (4.4) sobre uma placa de aluminio aquecida (4.9). Aplicar 10 pl de cada
uma das solugdes de referéncia (3.18) e 100 pl da ou das soluges da amostra (5.1) sobre uma linha
de partida na zona de concentragio da placa CCF.

Pode usar-se uma corrente de ar para facilitar a evaporagio do solvente. Retirar a placa CCF da
placa de aquecimento e deixar arrefecer 4 temperatura ambiente. Transferir 100 ml do solvente de
revelagdo (3.19) para uma tina para revelagio (4.2).

Colocar a placa CCF imediatamente na cdmara ndo saturada e revelar a temperatura ambiente, até
que a frente do solvente se encontre a 15 cm da linha de base. Retirar a placa da tina para revela-
¢do e secar numa corrente de ar quente, com o auxilio de um secador de cabelo.

Examinar a placa numa luz ultravioleta (4.3) e marcar a posi¢io das manchas. Aquecer a placa
durante 30 minutos num forno (4.5) a 100 °C, para retirar o 4cido acético excedentario. Visualizar
os conservantes no cromatograma com reagente de Millon (3.10), mergulhando o rolo de pintar
(4.7) no reagente, passando o rolo sobre a placa CCF até ela se encontrar uniformemente humidi-
ficada.

Nota: As manchas também podem ser visualizadas com a aplicagdo cuidadosa de uma gota de reagente de
Millon em cada uma das manchas marcadas com luz ultravioleta.

Os ésteres de acido 4-hidroxibenzdico surgem sob a forma de manchas vermelhas e o 2-fenoxie-
tanol e o l-fenoxi-2-propanol como manchas amarelas. Todavia, é de registar que o préprio 4cido
4-hidroxibenzdico, que pode estar presente nas amostras como conservante ou produto da decom-
posigio dos parabenos, também surgira sob a forma de mancha vermelha (ver pontos 7.3 e 7.4).
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6. Identificagdo
Calcular o valor de Ry de cada mancha. Comparar os valores de R, das manchas obtidas com a
solugdo da amostra com os obtidos com as solugSes de referéncia, o seu comportamento com a
radiagdo ultravioleta e a cor apés a visualizagdo. Tirar conclusBes preliminares quanto a identidade
dos conservantes.

Caso se constate a presencga de parabenos, deve seguir-se o procedimento HPLC (cromatografia
liquida de alta resolugdo) descrito na parte B. Combinar os resultados obtidos por CCF e HPLC
para confirmar a presenca de 2-fenoxietanol, 1-fenoxi-2-propanol e parabenos.

Observagodes

7.1.  Devido a toxicidade do reagente de Millon, a melhor maneira de o aplicar é através de um dos
procedimentos descritos. A vaporizagio ndo € recomendada.

7.2.  Outros compostos contendo grupos hidrdxilos podem também dar produtos corados por reacgdo
com o reagente de Millon. Pode consultar-se o quadro das cores e dos valores de R, obtidos para
um certo nimero de conservantes através do procedimento CCF em: N. de Kruijf, M. A. H. Rijk,
L. A. Pranato-Soetardhi and A. Schouten (1987): Determination of preservatives in cosmetic
products — I Thin layer chromatographic procedure for the identification of preservatives in
cosmetic products (J. Chromatography 410, 395-411).

7.3.  Os valores de R, apresentados no quadro seguinte servem de indicagfio aos valores que podem ser

obtidos:

Composto hR¢ Cor
acido 4-hidroxibenzdico 11 vermelha
metilparabeno 12 vermelha
etilparabeno 17 vermelha
propilparabeno 21 vermelha
butilparabeno 26 vermelha
benzilparabeno 16 vermelha
2-fenoxietanol 29 amarela
1-fenoxi-2-propanol 50 amarela

74. Nio se obtém qualquer separagio com acido 4-hidroxibenzdico e metilparabeno, nem com
benzilparabeno e etilparabeno. A identificagdo destes compostos deve ser confirmada com o
método HPLC descrito na parte B, comparando os tempos de retengdo obtidos com a amostra
com os tempos de reten¢do dos padrdes.

B. DETERMINACAO

1. Objectivo e campo de aplicacdo

Este método especifica um procedimento para a determinagdo de 2-fenoxietanol, 1-fenoxi-2-pro-
panol, 4-hidroxibenzoato de metilo, 4-hidroxibenzoato de etilo, 4-hidroxibenzoato de propilo,
4-hidroxibenzoato de butilo e 4-hidroxibenzoato de benzilo em produtos cosméticos.

2. Definic¢do
As quantidades de conservantes determinadas por este método sdo expressas em percentagem por
massa.

3. Principio

A amostra ¢ acidificada com a adi¢do de 4cido sulfdrico e, em seguida, colocada em suspensdo
numa mistura de etanol e 4gua. Depois de aquecer lentamente a mistura para derreter a fase lipi-
dica, por forma a promover a extracgio quantitativa, filtrar a mistura.

Os conservantes do filtrado sdo determinados por HPLC de inversio de fases, usando o 4-hidroxi-
benzoato de isopropilo como padrio interno.

Reagentes

4.1.  Generalidades

Todos os reagentes devem ser de pureza analitica e adequados para HPLC quando apropriado.
Deve utilizar-se agua destilada, ou agua cuja pureza seja, no minimo, igual.

42.  Etanol, absoluto.
4.3, 2-fenoxietanol.

44. 1-fenoxi-2-propanol.
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4.5.
4.6.
4.7.
48.
49.
4.10.
4.11.
4.12.
4.13.
4.14.
4.15.

4.16.

4.17.

4.18.

4.19.

5.1
5.2.
5.3.

5.4.
5.5.

6.1.
6.1.1.

4-hidroxibenzoato de metilo (metilparabeno).
4-hidroxibenzoato de etilo (etilparabeno).
4-hidroxibenzoato de n-propilo (propilparabeno).
4-hidroxibenzoato de isopropilo (isopropilparabeno).
4-hidroxibenzoato de n-butilo (butilparabeno).
4-hidroxibenzoato de benzilo (benzilparabeno).
Tetrahidrofurano.

Metanol.

Acetonitrilo.

Solugio de acido sulfarico, ¢(H,SO)=2 mol/l
Mistura de etanol/agua

" Misturar 9 volumes de etanol (4.2) e 1 volume de agua.

Padrio interno

Pesar cuidadosamente cerca de 0,25 g de isopropilparabeno (4.8), transferir para um baldo
graduado de 500 ml, dissolver e completar o volume com a mistura de etanol/agua (4.15).

Fase moével: mistura de tetrahidrofurano/agua/metanol/acetonitrilo

Misturar § volumes de tetrahidrofurano, 60 volumes de 4dgua, 10 volumes de metanol e 25 volumes
de acetonitrilo.

Solu¢do-mie de conservantes

Pesar cuidadosamente cerca de 0,2 g de 2-fenoxietanol, 0,2 g de l-fenoxi-2-propanol, 0,05 g de
metilparabeno, 0,05 g de etilparabeno, 0,05 g de propilparabeno, 0,05 g de butilparabeno e 0,025 g
de benzilparabeno para um baldo graduado de 100 ml, dissolver e completar o volume com a
mistura de etanol/agua.

Mantida em frigorifico, a solu¢io permanece estiavel durante uma semana.
Solu¢Bes-padrio de conservantes

A partir da solugdo-mie (4.18), transferir respectivamente 20,00 ml, 10,00 ml, 5,00 ml, 2,00 ml e
1,00 ml para balSes graduados de 50 ml. Adicionar a cada balio 10,00 ml do padrio interno (4.16)
e 1 ml de solugdo de acido sulflirico (4.14) e completar o volume com a mistura de etanol/agua.
Estas solu¢des devem ser preparadas na altura.

Aparelhos e utensilios
Material corrente de laboratério e

Banho de 4gua, capaz de manter uma temperatura de 60 °C+1 °C,

Cromatégrafo liquido de alta resolugio com detector UV, comprimento de onda de 280 nm,

Coluna analitica:

Aco inoxidavel, 25 cm x 4,6 mm & interno (ou 12,5 cm x 4,6 mm O interno) cheia de
Nucleosil 5C18, ou equivalente (ver 10.1),

Tubos de ensaio de 100 ml com tampa de rosca,

Regularizadores de ebuli¢do, carborundum, dimensdo 2-4 mm, ou equivalente.

Técnica
Preparagdo da amostra
Preparagdo da amostra sem adigio de padrio interno

Pesar aproximadamente 1 g de amostra para um tubo de ensaio de 100 ml com tampa de rosca.
Introduzir no tubo, com a ajuda de uma pipeta, 1,0 ml de solugdo de acido sulférico (4.14) e
50,0 ml de mistura de etanol/4agua (4.15). Adicionar aproximadamente 1 g de regularizadores de
ebuligio (5.5), fechar o tubo e agitar vigorosamente até obter uma suspensio homogénea.

Agitar durante, pelo menos, 1 minuto. Colocar o tubo, durante 5 minutos, num banho de 4gua
(5.1) mantido a uma temperatura de 60 °C £ 1 °C para facilitar a extrac¢do dos conservantes para
a fase de etanol.

Arrefecer imediatamente o tubo debaixo de um jacto de 4gua fria e guardar o extracto no frigori-
fico durante uma hora. Filtrar o extracto com papel de filtro. Transferir aproximadamente 2 ml do
filtrado para um tubo de amostragem de 5 ml. Guardar os extractos no frigorifico e proceder a
determinagio por HPLC num prazo de 24 horas.
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6.1.2. Preparagio da amostra com adigdo de padrio interno

Pesar, com uma aproximagio de trés décimas, 1,0 g + 0,1 g de amostra (a grama) para um tubo de
ensaio de 100 ml com tampa de rosca. :

Introduzir no tubo, com a ajuda de uma pipeta, 1,0 ml de solugdo de acido sulfdirico e 40,0 ml! de
mistura etanol/4agua. Adicionar aproximadamente 1 g de regularizadores de ebulicdo e precisa-
mente 10,00 ml de padrdo interno. Fechar o tubo e agitar vigorosamente até obter uma suspensio
homogénea.

Agitar durante, pelo menos, 1 minuto. Colocar o tubo, durante 5 minutos, num banho de agua
mantido a 60 °C £ 1 °C para facilitar a extrac¢do dos conservantes para a fase de etanol.

Arrefecer imediatamente o tubo sob um jacto de agua fria da torneira e guardar o extracto no
frigorifico durante uma hora. Filtrar o extracto com papel de filtro.

Transferir aproximadamente 2 ml do filtrado para um tubo de amostragem de 5 ml (solugdo de
ensaio). Guardar o extracto no frigorifico e proceder as determinages por HPLC num prazo de 24
horas.

6.2.  Cromatografia liquida de alta resolugdo

6.2.1. Condi¢Bes cromatograficas
— Fase moével: mistura de tetrahidrofurano/agua/metanol/acetonitrilo (4.17),
— Débito: 1,5 ml/minuto,

— Comprimento de onda de revelagdo: 280 nm.

6.2.2. Calibragdo

Injectar 10 pl de cada uma das solugdes-padréo de conservantes (4.19). A partir dos cromatogramas
obtidos, determinar as relagdes entre as alturas dos picos das solugbes-padrao dos conservantes e a
altura do pico do padrio interno. Desenhar uma curva para cada conservante, relacionando estas
relagdes com as concentragSes das solugbes-padrao.

6.2.3. Determinagio

Injectar 10 ul da solugdo da amostra sem padrdo interno (6.1.1) no cromatégrafo e registar o
cromatograma.

Injectar 10 ul de uma das solugBes-padrdo dos conservantes (4.19) e registar o cromatograma.
Comparar os cromatogramas obtidos. Se, no cromatograma do extracto da amostra (6.1.1), ndo
houver qualquer pico que tenha aproximadamente o mesmo tempo de retengdo que o isopropil-
parabeno (padrdo interno recomendado), injectar 10 ul de solugio de amostra com padrio interno
(6.1.2). Registar o cromatograma e medir as alturas dos picos.

Se se observar um pico de interferéncia no cromatograma da solugdo de amostra com aproximada-
mente 0 mesmo tempo de retengdo que o isopropilparabeno, deve ser seleccionado outro padrdo
interno. Caso um dos conservantes considerados estiver ausente do cromatograma da amostra, este
conservante pode ser usado como padrio interno alternativo.

Calcular as relagdes entre as alturas dos picos dos conservantes analisados e a altura do pico do
padrdo interno.

Verificar se se obteve uma resposta linear para as solu¢es-padrio utilizadas no procedimento de
calibragdo.

Verificar se os cromatogramas obtidos para uma solugdo-padrio e para a solugdo da amostra satis-
fazem os seguintes requisitos:

— a separagio dos picos deve ser, no minimo, de 0,90 entre qualquer par de picos. (Relativamente
4 definicio de separagdo dos picos, veja-se a figura 1).

Separagio dos picos (p)

p=f/g

Figura 1: Separagdo dos picos
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10.

10.1.

10.2.

Se ndo se obtiver a separagdo exigida, deve usar-se uma coluna mais eficiente, ou ajustar-se a
composigio da fase moével até se preencher o requisito.

— O factor de assimetria A, de todos os picos obtidos deve oscilar entre 0,9 e 1,5. (Relativamente
a definigdo do factor de assimetria dos picos, veja-se a figura 2). Para registar o cromatograma
para a determinagio do factor de assimetria, recomenda-se uma velocidade de desenrolamento
do papel de, pelo menos, 2 cm/minuto.

Factor de assimetria (A;)

A,=b/a

h10[ 7/~ -

Figura 2: Factor de assimetria dos picos

— Obter-se-4 uma linha de base estavel.

Calculos

Utilizar uma curva de calibragdo (6.2.2) e as relagBes entre as alturas dos picos dos conservantes
analisados e a altura dos picos do padrio interno para calcular a concentragdo dos conservantes na
solugdo da amostra. Calcular os teores de 2-fenoxietanol, 1-fenoxi-2-propanol, 4-hidroxibenzoato
de metilo, 4-hidroxibenzoato de etilo, 4-hidroxibenzoato de propilo, 4-hidroxibenzoato de butilo e
4-hidroxibenzoato de benzilo, w; como percentagem em peso (% m/m), usando a férmula:

b;
% w;(m/m) = —————
200 x a
em que:
b, = a concentragio (ug/ml) de conservante 7 na solu¢io de ensaio lida na curva de calibragio; e
a = a massa (g) da toma.
Repetibilidade (')

Vejam-se as observages do ponto 10.5.

Reprodutibilidade (')

Vejam-se as observagdes do ponto 10.5.

Observagoes
Fase estacionaria

O comportamento de retencdo dos solutos nas determinagSes por HPLC depende grandemente do
tipo, marca e historia da fase estacionaria. Os resultados obtidos com as solu¢es-padrdo permitem
concluir se se pode, ou ndo, utilizar uma coluna para a separagio dos conservantes considerados
(vejam-se as observagBes em 6.2.3). Para além do material de enchimento da coluna proposto,
foram ainda considerados adequados o Hypersil ODS e o Zorbax ODS.

Em alternativa, pode optimizar-se a composicdo da fase moével recomendada para se obter 2 sepa-
ragio exigida.

Comprimento de onda de detecgio

Um ensaio de robustez realizado ao método descrito demonstrou que uma ligeira alteragdo no
comprimento de onda de deteccio pode ter consequéncias significativas para os resultados da
determinagao.

Por este motivo, este parimetro deve ser cuidadosamente controlado durante a anilise.

(") 1SO 572.
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10.3. Interferéncias

Nas condigdes descritas neste método, podem também ser eluidos muitos outros compostos, como
conservantes e aditivos cosméticos. Os tempos de retengdo de um grande nimero de conservantes
mencionados no anexo VI da Directiva do Conselho relativa a produtos cosméticos constam da
lista incluida em: N. de Kruijf, A. Schouten, M. A. H. Rijk and L. A. Pranato-Soetardhi (1989):
Determination of preservatives in cosmetic products — II. High performance liquid chromato-
graphic identification (J. Chromatography 469, 317-398).

10.4. Para proteger a coluna analitica, pode utilizar-se uma pré-coluna apropriada.

10.5. O método foi investigado num ensaio de colaboragio em que participaram nove laboratorios.
Foram analisadas trés amostras. O quadro abaixo apresenta, para cada uma das trés amostras, uma
lista das médias em % m/m (m), as repetibilidades (r) e as reprodutibilidades (R) das substéncias a
analisar que continham:

Amostra 2:;?3)?— I:reot;oa):;_ metilparabeno | etilparabeno | propilparabeno| butilparabeno | benzilparabeno
Creme vitaminado m 1,124 0,250 0,0628 0,031 0,0906
r 0,016 0,018 0,0035 0,0028 0,0044
R 0,176 0,030 0,0068 0,0111 0,0034
Creme de dia m 1,196 0,266 0,076
r 0,040 0,003 0,002
R 0,147 0,022 0,004
Creme para massagens m 0,806 0,180 0,148 0,152
r 0,067 0,034 0,013 0,015
R 0,112 0,078 0,012 0,016




