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(Actos cuya publicacién no es una condicion para su aplicabilidad)

COMISION

DIRECTIVA DE LA COMISION
de 4 de abril de 1990

por la que se modifica la segunda Directiva 82/434/CEE sobre la aproximacién
de las legislaciones de los Estados miembros relativas a los métodos de analisis
necesarios para el control de la composicién de los productos cosméticos

(90/207/CEE)

LA COMISION DE LAS COMUNIDADES EUROPEAS,

Visto el Tratado constitutivo de la Comunidad Econbémica
Europea,

Considerando que la segunda Directiva 82/434/CEE, de
14 de mayo de 1982, sobre la aproximaci6n de las legisla-
ciones de los Estados miembros relativas a los métodos de
analisis necesarios para el control de la composicién de
los productos cosméticos ('), establece un método comun
de analisis para la identificacion y la determinacién del
formaldehido libre ;

Considerando que, dados los dltimos avances cientificos y
técnicos, es necesario modificar dicho método de analisis ;

Considerando que las medidas previstas en la presente
Directiva se ajustan al dictamen del Comité para la adap-
tacién al progreso técnico de las directivas ralativas a la
eliminacidén de los obstaculos técnicos a los intercambios
en el sector de los productos cosméticos,

HA ADOPTADO LA PRESENTE DIRECTIVA:

Articulo 1

Se sustituye el Capitulo IV del Anexo de la Directiva
82/434/CEE por el Anexo de la presente Directiva.

() DO n° L 185 de 30. 6. 1982, p. 1.

Articulo 2

Los Estados miembros aplicardn, a mas tardar el 31 de
diciembre de 1990 las disposiciones legales, reglamenta-
rias 0 administrativas necesarias para cumplir la presente
Directiva e informaran de ello inmediatamente a la Comi-
sién.

Las disposiciones adoptadas en virtud del parrafo primero
se referirdn explicitamente a la presente Directiva.
Articulo 3

Los destinatarios de la presente Directiva seran los
Estados miembros.

Hecho en Bruselas, el 4 de abril de 1990.

Por la Comisién
Karel VAN MIERT

Miembro de la Comision
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ANEXO

«1V. IDENTIFICACION Y DETERMINACION DEL FORMALDEHIDO LIBRE

1. OBJETO Y CAMPO DE APLICACION

El método describe una identificacién y dos determinaciones segin la presencia o no de dona-
dores de formaldehido. Se aplica a todos los productos cosméticos.

1.1. Identificacion

1.2. Determinacioén global por colorimetria con acetilacetona :

Se aplica este método cuando el formaldehido se utiliza solo o con otros conservantes no dona-
dores de formaldehido.

En caso contrario, y si el resultado sobrepasa la concentracién maxima autorizada en el producto
acabado, se utiliza el método de confirmacién siguiente.

1.3. Determinacién en presencia de donadores de formaldehido :

En el método precedente en el proceso de formacién del derivado los donadores (donantes) de
formaldehido se separan y conducen a resultados demasiado elevados (formaldehido libre y
combinado).

Es necesario separar el formaldehido libre por medio de una cromatografia liquida.

2. DEFINICION

El contenido en formaldehido libre de la muestra, determinado con arreglo a este método, se
expresa en porcentaje de la masa de formaldehido.

3. IDENTIFICACION

3.1. Principio

En medio sulfarico, el formaldehido libre y combinado da una coloracién rosa o malva en
presencia del reactivo de Schiff.

3.2. Reactivos

Todos los reactivos deben ser de calidad analitica y el agua ha de ser desmineralizada.

3.2.1. Fucsina

3.2.2. Sulfito de sodio hidratado 7H,O

3.23. Acido clorhidrico concentrado (d=1,19)
3.24. Acido sulfirico aproximadamente 1 M
3.2.5. Reactivo de Schiff

En un vaso, pesar 100 mg de fucsina (3.2.1). Disolverlos en 75 ml de agua a 80 °C. Después de
enfriar, afiadir 2,5 g de sulfito de sodio (3.2.2) y 1,5 ml de 4cido clorhidrico (3.2.3). Completar
hasta 100 ml.

Tiempo de conservacidn : 2 semanas.

3.3. Procedimiento
3.3.1. En un vaso de 10 ml, introducir aproximadamente 2 g de muestra.
3.3.2. Afiadir dos gotas de H,SO, (3.2.4) y 2 ml de reactivo Schiff (3.2.5). Este reactivo debe estar riguro-

samente incoloro en el momento de su empleo.
Agitar, dejar en contacto durante S minutos.

3.33. Si en un plazo de 5 minutos se observa una coloracion rosa o malva, la cantidad de formaldehido
presente es superior al 0,01 %. Proceder entonces a la determinacién libre y combinada siguiendo
el procedimiento del punto 4 y, si es necesario, el del punto 5.

4. DETERMINACION COLORIMETRICA CON ACETILACETONA

4.1. Principio

El formaldehido reacciona con la acetilacetona en presencia de acetato de amonio para formar la
3-5-diacetil-1-4-dihidrolutidina. Esta se extrae con el butanol-1. La absorbancia del extracto se
mide a 410 nm.
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4.2. Reactivos
Todos los reactivos deben ser de calidad analitica y el agua ha de ser desmineralizada.
4.2.1. Acetato de amonio anhidro
4.2.2. Acido acético concentrado d® 4 = 1,05
4.2.3. Acetilacetona recién destilada a presién reducida 25 mm Hg 25°, no debiendo presentar ninguna
absorcién a 410 nm.
4.2.4. Butanol-1
4.2.5. Acido clorhidrico 1 M
4.26. Acido clorhidrico aproximadamente 0,1 M
4.27. Hidréxido de sodio 1 M
4.2.8. Engrudo de almid4n recién preparado, segiin la Farmacopea Europea, segunda edicién 1980, parte
I-VII-1-1 (1 g/50 ml de agua)
4.29. Formaldehido al 37-40 %
4.2.10. Solucién valorada de iodo 0,05 M
4.2.11. Solucién valorada de tiosulfato de sodio 0,1 M
4.2.12. Reactivo de acetilacetona
En un matraz aforado de 19000 ml, disolver:
— 150 g de acetato de amonio (4.2.1),
— 2 ml de acetilacetona (4.2.3),
— 3 ml de 4cido acético (4.2.2).
Completar hasta 1000 ml con agua (pH de la solucién aproximadamente 6,4).
Este reactivo debe estar recién preparado.
4.213. Reactivo (4.2.12) sin acetilacetona
4.2.14. Formaldebido-patron : disolucion madre
En un matraz aforado de 1000 ml, introducir § g de formaldehido (4.2.9) y completar hasta 1000
ml.
Determinacién de la concentracién de la disolucién madre.
Partir 10,00 ml, afiadir 25,00 ml de disolucién valorada iodo (4.2.10) y 10 ml de solucién de
hidroxido de sodio 1 M (4.2.7).
Dejar reposar durante 5 minutos.
Acidificar con 11 ml HCL 1M (4.2.5) y determinar el iodo en exceso con una solucidn titulada de
tiosulfato de sodio (4.2.11) en presencia de engrudo de almidén como indicador.
1 ml de solpcién de iodo 0,1N(4.2.10) consumido corresponde a 1,5 mg de formaldehido.
4.2.15. Formaldebido patron : solucion diluida
Realizar sucesivamente una diluciéon a 1/20 y después una dilucién a una centésima parte de la
solucidon madre en agua desmineralizada.
1 ml de esta solucidén contiene aproximadamente 1 pug de formaldehido.
Calcular su contenido exacto.
4.3. Aparatos
43.1. Material habitual de laboratorio
4.3.2. Filtro «separador de fases» ref. Whatman 1 PS (o equivalente)
4.33. Centrifuga
434. Bafio de Maria regulado a 60 °C
4.3.5. Espectrofotémetro
4.3.6. Cubetas de vidrio de 1 cm de recorrido optico
4.4, Procedimiento
44.1. Solucion de muestra

En un matraz aforado de 100 ml, pesar con una precisién de 0,001 g aproximadamente una masa
de muestra para ensayo (g) correspondiente a una cantiddad supuesta de formaldehido de unos
150 p g

Completar hasta 100 ml con agua y mezclar

[Comprobar que el pH es cercano a 6 ; en caso contrario, efectuar la dilucién en la solucién de
acido clorhidrico (4.2.6)]
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En un matraz cénico de 50 ml, afiadir:
— 10,00 ml de solucién S,
— 5,00 ml de reactivo de acetilacetona (4.2.12) y agua desmineralizada para obtener un volumen
de 30 ml.
44.2. Disolucidn testigo
La posible interferencia de una coloracién de fondo en la muestra para ensayo se elimina de la
manera siguiente :
En un matraz cbénico de 50 ml, afiadir:
— 10,0 ml de disolucién S,

— 5,0 ml del reactivo (4.2.13) y agua desmineralizada para obtener un volumen de 30 ml.
4.43. Ensayo en blanco

En un matraz coénico de 50 ml, afiadir:

— 5,0 ml de reactivo de acetilacetona (4.2.12) y agua desmineralizada para obtener un volumen de

30 ml
4.44. Determinacion
4.44.1.  Agitar las mezclas preparadas en 4.4.1, 4.4.2 y 4.4.3 sumergir los matraces coénicos en un bafio de
Maria a 60 °C durante 10 minutos exactamente. Enfriar durante dos minutos en un bafio de agua
helada.
4442, Trasvasar a una ampolla de decantacién de 50 ml que contenga exactamente 10 ml de butanol-1

(4.2.4). Enjuagar con 3 a 5 ml de agua.
Agitar enérgicamente la mezcla durante treinta segundos exactamente.
Dejar decantar.

4443.  Filtrar la fase butandlica en filtro « separador de fases » (4.3.2) en las cubetas de medida. Se puede
realizar también una centrifugacién (3000 r.p.m. durante cinco minutos).

4.44.4. Medir la absorbancia A, a 410 nm del extracto de la solucién de muestra obtenida en el punto
(44.1). Frente el extracto de la solucién testigo del punto (4.4.2).

4.44.5. De la misma manera, medir la absorbancia A, del extracto del ensayo en blanco obtenido en el
punto (44.3) Frente butanol-1.

NB : Todas estas operaciones deben ejecutarse en un plazo de veinticinco minutos a partir del
momento en que el matraz conico se coloca en el bafio de Maria a 60 °C.

44.5. Curva patron
44.5.1. En un matraz cénico de 50 ml introducir :

— 5,00 ml de solucién patron diluida (4.2.15)

— 5,00 ml de reactivo de acetilacetona (4.2.12) y agua desmineralizada para obtener un volumen
final de 30 ml.

4452  Continuar segin las indicaciones del punto (4.4.4) y medir la absorbancia con relacién al buta-
nol-1 (4.2.4).

4.4.53. Repetir el proceso con 10, 15, 20 y 25 ml de solucién patrdén diluida (4.2.15).

4.4.54.  Para obtener el valor del punto 0 (que corresponde a la coloracion de los reactivos) proceder como
en el punto 4.4.4.5.

4.4.5.5. Construir la curva patrén después de restar el valor del punto 0 de cada una de las absorbencias
obtenidas en los puntos 4.4.5.1 y 4.4.5.3. La ley de Beer se respecta hasta 30 pg de formaldehido.

4.5. Calculos
4.5.1. Restar A, de A, y leer en la curva patrén (4.4.5.5) la cantidad C expresada en microgramos de
formaldehido contenida en la solucién del punto 4.4.1.
4.5.2. El contenido de formaldehido de la muestra (% m/m) se calcula mediante la férmula:
. C
% de formaldehido % = —————
103 - m

donde :

m = masa en g de la toma de ensayo.
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4.6. Repetibilidad (')
Para un contenido en formaldehido del 0,2 %, la diferencia entre los resultados de dos: determina-
ciones paralelas efectuadas sobre la misma muestra no debe superar el 0,005 % para la determina-
cién colorimétrica con acetilacetona.
Si la determinacion del formaldehido libre conduce a resultados superiores a los previstos en la
Directiva 76/768/CEE, a saber :
a) comprendidos entre el 0,05 % y el 0,2 % del producto no etiquetado,
b) superiores al 0,2 % del producto etiquetado o no;
es obligatorio proceder con arreglo al método descrito en el punto 5.
S. DETERMINACION EN PRESENCIA DE DONADORES DE FORMALDEHIDO
S, Principio '
El formaldehido libre se separa por cromatografia liquida de alto rendimiento.
Para evitar la separacién de los donadores de formaldehido en el momento de la derivatizacidn,
previamente se procede a una cromatografia liquida, el fomaldehido separado se transforma en
derivado lutidinico amarillo por reaccién en linea con la acetilacetona en un reactor postcolumna
y el derivado formado se detecta por absorbencia a 420 nm.
5.2. Reactivos
Todos los reactivos deben ser de calidad analitica y el agua ha de ser desmineralizada.
5.2.1. Agua Baker o de calidad equivalente
522 Acetato de amonio anhidro
5.2.3. Acido acético concentrado
524. Acetilacetona (conservada a 4 °C)
5.2.5. Fosfato disédico anhidro
5.2.6. Acido ortofosférico al 85 % (d = 1,7)
5.27. Metanol de calidad espectro
5.28. Diclorometano de calidad espectro
5.2.9. Formaldehido al 37 -40 %
§.2.10.  Hidréxido de sodio 1 M
52.11.  Acido clorhidrico 1 M
5212, Acido clorhidrico 0,002 M
5.2.13. Engrudo de almidén recientemente preparado conforme con la Farmacopea Europea
5.2.14. Solucién titulada de iodo 0,1 M
5.2.15. Solucién titulada de tiosulfato de sodio 0,1 M
5.2.16. Fase movil
Solucién acuosa de fosfato disodico (5.2.5) 0,006 M ajustada a un pH 2,1 con acido ortofosférico
(5.2.6) .
5.2.17. Reactivo postcolumna.
Disolver en un matraz aforado de 1000 mi:
— 62,5 g de acetato de amonio (5.2.2),
— 7,5 ml de acido acético (5.2.3),
— 5 ml de acetilacetona (5.2.4).
Completar hasta 1 000 ml con agua (5.2.1).
Mantener este reactivo al abrigo de la luz.
Conservacion : tres dias a 25°C.
No debe observarse evolucién en el color.
5.2.18. Formaldebido patron . solucion madre

En un matraz aforado de 1 000 ml, introducir 10 g de formaldehido (5.2.9.) y completar hasta
1000 ml con agua.

Determinacién del titulo de la solucién madre :

Extraer 5,00 ml, afiadir 25 ml de la solucién titulada de iodo (5.2.14) y 10 ml de solucién de
hidréxido de sodio (5.2.10).

Dejar reposar durante cinco minutos.

Acidificar con 11 ml de HCL (5.2.11) y determinar el iodo en exceso con una solucién titulada de
tiosulfato de sodio (5.2.15) en presencia de engrudo de almidén como indicador.

1 ml de solucién de iodo consumida (5.2.14) corresponde a 1,5 mg de formaldehido.

(") Segin la norma ISO 5725.
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5.2.19. Formaldebido patron : solucion diluida

Realizar una dilucién al 1/100 de la solucion madre en la fase moévil (5.2.16).
1 ml de esta solucién contiene aproximadamente 37 pg de formaldehido. Calcular su contenido

exacto.
5.3. Aparatos
5.3.1. Material habitual de laboratorio

5.3.2. Una bomba HPLC sin pulsaciones

533. Una bomba de baja presién sin pulsaciones para el reactivo (0 una segunda bomba HPLC).
5.34. Una valvula de inyeccién provista de un bucle de 10 p,l
5.3.5. Reactor post-columna incluyendo los elementos siguientes :

1 bombona tritubular de 1 litro,
+ 1 calienta bombonas de 1 litro
+ 2 columnas Vigreux con 10 platos minimo (refrigeracién por aire)

+ tubo inoxidable (para intercambio térmico) de 1,6 mm — didmetro interior 0,23 mm L = 400
mm

+ tubo de tefléon de 1,6 mm — didmetro interior 0,30 mm — L = § m, (Tricotin) (ver apén-
dice 1)

+ 1 pieza en T sin volumen muerto (Valco o equivalente)

+ 3 racores Union sin volumen muerto

0 : un mbdulo post-columna de tipo Applied Biosystems PCRS 520 o equivalente provisto de un
reactor de 1 ml

5.3.6. Filtro acrodisco *CR 0,45 n
5.3.7. Cartucho SEPPAK RC,,
5.38. Columnas listas para el empleo :

— Bischoff hypersil RP 18 (tipo NC ref. C 2546 1805)
(5 u-L = 250 mm - 0 int. = 4,6 mm)

— o Dupont, Zorbax ODS
Spu-L =25 mm- 0 int. = 4,6 mm)

— o Phase SEP, esferisorbe ODS 2
Su-L = 250 mm — 0 int. = 4,0 mm)

5.39. Precolumna
— Bischoff K, hypersil RP 18 (ref. KL G 6301 1805) 5u-L = 10 mm, o equivalente

5.3.10. La columna y la precolumna se conectaran por medio de un sistema Ecotube (ref. A 15020508
Bischoff) o equivalente.

5.3.11. Realizar el montaje (5.3.5) segin el esquema del apéndice 2.
Las conexiones después de la valvula de inyeccién deben ser lo mas cortas posible.

En el caso de utilizar (5.3.6), el tubo inoxidable colocado entre la salida del reactor y la entrada del
detector tiene por finalidad enfriar la mezcla antes de la deteccién y la temperatura en el detector
no es conocida pero es constante.

5.3.12. Detector, U.V. visible
5.3.13. Registradora
5.3.14. Centrifuga

5.3.15. Bafio de ultrasonidos

5.3.16. Agitador vibratorio (tipo Vortex o equivalente)

54. Procedimiento

54.1. Curva patron
Las soluciones estandar se preparan por dilucién de la solucién diluida de formaldehido patrén
(5.2.19) con la fase mévil (5.2.16).
— 1 ml de solucién patrén (5.2.19) diluida a 20,00 ml aproximadamente 185 Lg/100 ml
— 2 ml de solucién patréon (5.2.19) diluida a 20,00 ml aproximadamente 370 Lg/100 ml
— 5 ml de solucién patrdén (5.2.19) diluida a 25,00 ml aproximadamente 740 ng/100 ml
— 5 ml de solucién patrén (5.2.19) diluida a 20,00 m! aproximadamente 925 ug/100 ml

Las soluciones estindar se almacenan durante una hora a la temperatura del laboratorio y deben
estar recién preparadas.

La linearidad de la curva patron es buena para concentraciones de 100 a 1 500 pg/ml
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5.4.2. Preparacion de las muestras
54.2.1. Caso de las emulsiones (cremas — maquillajes de base — delineadores de ojos)
Pesar en un frasco con tapén, con una precisiéon de 0,001 g, una masa (m) de muestra para ensayo
(en g) correspondiente a una cantidad supuesta de formaldehido de unos 100 pg.
Afiadir 20,00 ml de diclorometano (5.2.8) y 20,00 ml de acido clorhidrico (5.2.12) medidos exacta-
mente.
Mezclar por medio del agitador vibratorio (5.3.16) y de los ultrasonidos (5.3.15).
_ Separar las dos fases por centrifugacién (3 000 r.p.m. durante 2 minutos).
Por otra parte, lavar un cartucho (5.3.7) con 2 ml de metanol (5.2.7) y después acondicionar con §
ml de agua (5.2.1).
Hacer pasar 4 ml de la fase acuosa del extracto a través del cartucho (5.3.8), eliminar los primeros
2 ml y recuperar la fraccidén siguiente.
54.2.2. Caso de las lociones y champies
Pesar con una precisién de 0,001 g una masa (m) de muestra para ensayo (en g) correspondiente a
una cantidad supuesta de formaldehido de unos 500 pg.
Completar hasta 100 ml con la fase movil (5.2.16).
La solucidn se filtra a través de un filtro (5.3.6) y se inyecta o se pasa a través de un cartucho (5.3.7)
acondicionado como en el caso anterior (5.4.2.1)
Todas las soluciones deben ser inyectadas extemporianeamente.
5.4.3. Condiciones cromatogrdficas
— caudal de la fase mévil : 1 ml/min
— caudal del reactivo: 0,5 ml/min
—— caudal total a la salida del detector: 1,5 ml/min
— volumen inyectado : 10 ul
— temperatura de elucién : en las separaciones dificiles, la columna se sumerge en un bafio de
hielo fundente y se espera el equilibrio de las temperaturas.
— temperatura reaccién post-columna: 100 °C
— deteccién : 420 nm
— atenuacidén : 0,32 escala plena
— registrador : 10 mv escala plena desarrollo 10 mm/min.
NB : El conjunto del sistema cromatografico y post-columna debe enjuagarse con agua después
de utilizado (5.2.1). En el caso de una parada superior a dos dias, a este enjuagado le sigue un
enjuagado con metanol (5.2.7).
Antes de reacondicionar el sistema, efectuar una pasada de agua para evitar las recristaliza-
ciones.
5.5. Calculo
Caso de las emulsiones
Contenido en % de formaldehido (m/m):
C-10°° 100  C- 10*
Sm S m
Caso de las lociones y champis
La féormula pasa a ser:
C 10%-100 C - 10*
m m
donde
m = la masa en g de la muestra sometida a analisis
C = la concentracién de formaldehido en pg/100ml leida en la curva maestra (5.4.1.)
5.6. Repetibilidad (')

Para un contenido de formaldehido del 0,05 % la diferencia entre los resultados de 2 determina-
ciones paralelas efectuadas en la misma muestra no debe superar el 0,001 %.

Para un contenido de formaldehido del 0,2 %, la diferencia entre los resultados de 2 determina-
ciones paralelas efectuadas en la misma muestra no debe superar el 0,005 %.

(') Segtn la norma ISO $725.
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Apéndice 1

CONFECCION DE UN SERPENTIN

ACCESORIOS UTILIZADOS PARA LA REALIZACION DEL « SERPENTIN »

— 1 bobina de madera:

de un didmetro exterior de 5 cm, en medio de la cual se practicara un agujero de 1,5 cm. Se plantardn
cuatro puntas de acero equidistantes (ver esquema de la bobina en la figura 1 y figura 2). La separacién
entre dos puntas sera de 1,8 cm; las puntas se plantardn a 0,5 cm del agujero.

— 1 véstago rigido (del tipo gancho) para realizar los bucles a partir del tubo de Teflon

— tubo de Teflon de 1,6 mm — @ int. 0,3 mm — Longitud: 5 metros

REALIZACION DEL « SERPENTIN »

Para poner en marcha el serpentin, es preciso enhebrar el tubo de Teflon de arriba a abajo por el agujero
central de la bobina (dejando que el tubo sobresalga aproximadamente unos 10 ¢m por debajo de la cara
inferior, lo que permitira tirar ligeramente de la cadenilla durante la confeccidén) y después enrollar el tubo
alrededor de cada una de las cuatro puntas para completar la primera vuelta (véase figura 3).

La entrada y la salida del serpentin estarin guarnecidas con abrazaderas y tornillos de compresién, por lo que
es preciso proceder con atencidén para no aplastar el Teflon al realizar el engarce.

A partir de la segunda hilera, hacer pasar el tubo por el exterior de cada punta para formar a continuacién un
bucle de la manera siguiente :

— hacer pasar el tubo de la hilera inferior por encima del tubo de la hilera superior con ayuda del vastago
rigido (véase figura 4).

Se repetira dicho trabajo en cada una de las puntas respetando el orden 1 - 2 - 3 - 4, hasta el méximo de los
S metros o de la longitud deseada.

Dejar aproximadamente 10 cm de tubo para cerrar la cadenilla. Pasar el tubo por cada uno de los 4 bucles y
tirar ligeramente : asi la cadenilla queda cerrada.

NB : Existen Tricotins en el mercado confeccionados para las reaciones post-columna (Supelco)
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Esquemas de la bobina

Figura 1

cm

10 cm

5cm

Figura 2

Figura 3

1¢ vuelta

Figura 4

2* vuelta

Para formar el bucle coger el tubo inferior

(trazo continuo) y pasarlo por el segundo tubo
(trazo en punteado)

Figura 5

A40°
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Apéndice 2

= bomba HPLC

= valvula de inyeccién

= columna con precolumna
= bomba reactiva

pieza en forma de T sin volumen muerto
pieza en forma de T (Vortex)

raccord Union sin volumen muerto
serpentin

reactor

globo de tres tubuladuras con agua hirviendo
calientaglobo

refrigerador

tubo inoxidable intercambiador térmico
intercambiador térmico

detector UV/visible

moédulo postcolumna PCRS 520
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