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NORMA VENEZOLANA COVENIN
ACONDICIONADORES PARA EL CABELLD 2667-89
METODOS DE ENSAYD

I NORMAS COVENIN A CONSULTAR

- e e o - -

Esta norma es completa.

2 OBJETO Y CAMPQ DE APLICACION

Esta Norma Venezolana establece los nmétodos de ensayo utilizados en la
identificacidn y/o cuantificacidn de los ingredientes activos, acondicionadores,
preservativos y colarantes utilizados en las diferentes farmulaciones.

3 METODOS DE ENSAYD

3.1 DETERMINACION DEL CONTENIDO DE CUATERNARIOS TOTALES POR VOLUMETRIA CON LAURIL
SULFATO, EXPRESADDS COMD CETAB

5.1.1 Materiales y Eguipos
3.1.1.1 Balanza analitica

3.1.1.2 Bureta de 50 ml

3.1.1.3 Matraz Erlenmeyer
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Material usual de laboratorio

d
-

-2 Reactivos
3.1.2.1 Acido sulfdrico (Hasqq} al 107
3.1.2.2 Cloroformo

3.1.2.3 Amarillo de metilo (indicador)

3.1.2.4 Solucibtn 0,004 M de Lauril sulfato de sodio.



L R 40 | Se pesa una cantidad de muestra (compuesto de amonio cuaternario)
equivalente a 10 mg en CETAB en un cilindro graduado de 100 ml con tapa.

3.1.3.2 Se agregan 30 ml de agua destilada, ge mezclan y se calienta si1  es
necesario.

3.1.3.3 8e adicionan 25 ml de H‘SUQ al 104, se mezcla y luego se agregan 50 ml de
cloroformo.

3.1.3.4 8e titula con una solucidn 0,004 M de lauril sulfato de sodio en

presencia de amarillo de metilo (2 a 3 gotas) como indicador hasta la aparicidn
del primer color naranja en la capa clorofbrmica.

3.1.4 Expresion de los resultados

El resultado se expresa en % de CETAB utilizando la siquiente expresién.
I ml Lauril sulfato de Sodio 0,004 M 1,44 mg de CETAB

V x N x 360 x f.c x 100
L de CETAR = ====mccm e e e o (1)
M
donde:

360 = PM del CETAB (Broamuro de Cetil Trimetil Amoniop)

<
T

Volumen de Lauril sulfato de Sodio 0,004 M consumidos en la titulacién.

=
"

Normalidad de la solucién.

f.c.= Factor de correccién del lauril sulfato de sodio.

=
"

Peso de la muestra en miligramos

3.1.5 laforme

El informe del ensayo deberd indicar como minimo la siguiente informacidn:
3.1.5.1 Fecha en la cual se realizé el ensayo.

3.1.5.2 ldentificacién completa de la muestra.

3.1.5.3 Resultados del analisis realizado.

3.1.3.4 Ensayo realizado sequn la presente norma.

3.1.5.5 Nombre del analista.

3.1.5.6 Observaciones,



3.2 DETERMINACION DE DERIVADOS DE AMONIO CUATERNARIO POR ESBPECTROFOTOMETRIA
VISIBLE

3.2.1 Materiales y equipos

3.2.1.1 Espectrofotometro. {
3.2.1.2 Balanza analitica.

3.2,1.3 Material usual de laboratorio.
$.2.2 Preparacisn de las soluciones

3.2.2.1 Preparacitn de la nuestra

Pesar una cantidad de muestra equivalente a 4 mg de cetab, Trasvasar a un baldn
de 100 ml con la ayuda de 30 ml de agua, mexclar para disolver la muestra (en
algunos casos puede ser necesario someter a un calentamiento suave). Llevar a
volumen con agua destilada.

3.2.2.2 Preparacion del patron
Pesar 400 mg de patrdn de cetab, trasvasar a un baldn de 100 al con la ayuda de 30
* ml de agua destilada, mezclar. Llevar a volumen con agua destilada. Rotular

solucién A.

En un baldn de 100 al tomar | ml de la solucién A y llevar a volumen con agua
destilada., Rotular solucidn B.

3.2.3.1 Se toman dos embudos de separacion de 250 ml, en uno se colocan 10 ml de
la dilucién de la muestra y en el otro 10 ml de la solucién B del patron.

3.2.3.2 Se afiaden a cada uno ! ml de Hcl 0,1 Ny | ml de anaranjado de metilo al
0,005 % en agua.

3.2.3.3 Se extraen cada uno con 3 porciones de 30 ml de cloroformo, recibiendo
los eluados en un balén de 100 ml y se enrasa con cloroformo.

3.2,3.4 Se leen esprectrofotométricamente (A= 500 - 3460) la muestra y el patron
usando claroformo como blanco.

El % de CETAB se expresa segtn la siguiente ecuacion:

AbM x Cp. 100
mg % cetab = ~--ccccr i (2)

AbM = Absorbancia de la muestra



Abp = Absorbancia del patrdn
Cp = Concentracioén del patrdn en mg/ml,

M = Peso muestra

3.2.5 Informe

- -

Ver punto 3.1.5.

3.3 DETERMINACION DE PRESERVATIVOS

3.3.1 Determinacign de Bronidox

3.3.1.1. Materiales y Equipos

3.3.1.1.1 Cromatdgrafo lfquido de alta resolucién con detector ultra-violeta.
3.3.1.1,2 Filtro de meabrana ;illipore (2 Um)

3.3.1.1.3 Balanza analitica

3.3.1.1.4 Inyectadora hamilton de 5 ml.

3.3.1.1.5 Baldn aforado de 100 ml y de 10 ml

3.3.1.2 Reactivos

3.3.1.2.1 Etanol

3.3.1.2.2 Agua destilada
3.3.1.2.3 Agente de elucidn ( 9 ml de agua destilada + | ml de Etanol)

3.3.1.2.4 Solucion patron de Bronidox: Se pesan 10 mg de Bronidox y se le agrega
agente de elucidn cantidad suficiente para 100 ml.

3J.3.1.3 Procedimiento

5§ Lo Eh i | Se homogeniza la muestra agitandola fuertemente antes de proceder a
pesarla

3.3.1.3.2 Se pesa con precision 3 gramos de la muestra, con la ayuda de 1la
inyectadora de 5 ml en un baldn aforado de 10 al de capacidad
33015353 Se agregan 5 ml del agente de elucidn, cantidad suficiente para el

aforo y se agita.

3.3.1.3.4 Se filtra la solucidn si es necesario



3.3.1.4 Expresion de los resultados

Luego de inyectar en el cromatdgrafo tanto patrdon como muestra por triplicado, se
calcula la cantidad de bronidox presente en el acondicionador sequdn la siguiente
expresion:

ha
Ca «-n= x Cp x +#d (3)
hp

donde:

he = altura drea del bronidox en la solucion de muestra inyectada

hp = altura drea del bronidox en la solucidn patrén inyi;tada.

Cp = concentracidn del patrdn en la ultima dilucion en ﬁirtll por millon
f.d = Factor de dilucidn, I |
3.3.1.5 Inforne

Ver punto 3.1.5 e |
3.3.2.1 Materiales y Equipos

3.3.2.1.1 Espectrofotémetro

3.3.2.1.2 Balanza analitica

3.3.2.1.3 Embudos de separacign

3.3.2.1.4 Placas de silica gel de 0,25 nm de espesor

3.3.2.1.5 Tanque para cromatografia.

3.3.2.1.6 Material usual de labaratorio

3,3,2,2 Reactivos

3.3.2.2.1 Cloroformo

3.3.2.2.2 Sulfato de sodio anhidro

3.3.2.2.3 Etanol

3.3.2.2,4 Fase Mdvil: 9 ml de cloroformo + | ml de metanol

i e SR Preparacidn del blanco: Se disuelve una porbidn de silica gel en
etanol.

3.3.2.2.6 Freparacion de la solucidn patrdn: Se pesan 25 mg del patrdn en un
balén de 25 ml y se completa a volumen con etanol.



3.3.2.3 Procedimiento

3.3.2.3.1 Be pesa 5 gramos de muestra y se agregan en un embudo de separacidn con
la ayuda de 10 ml de agua destilada.

5.3.2.3.2 Se realiza wuna extraccidn con 30 ml de cloroformo recibiendo el
extracto en un baldn de 100 ml filtrado previamente por sulfato de sodio anhidro
(este procedimiento se repite dos veces mds)

3.3.2.3,3 8e enrasa con cloroformeo y se agita

3.3.2.3.4 GSe toma una alfcuota de 4 al Yy se evapora a sequedad en bafo de maria. .

3,3.2,3.5 8e retoma el residuo con etanol y se siembra en una placa de silica
gel,

3.3.2,3.6 Se siambra paralelamente una alicuota de 0,2 ml de la solucidn patrén
preparada,

3.3.2,3.7 Se coloca la placa de sflica gel en un tanque para cromatografia de
capa fina y se deja correr la placa hasta que la fase mévil lleque al frente del
ysolvente.

3.3.2.3.8 Se saca la placa del tanque y se deja secar.

3.3.2.3.9 Se expone la placa a vapores de yodo para revelar las manchas
correspondientes a la muestra y al patrén.

5.3.2.3.10 Se raspan patrén y muestra en dos tubos con tapa y se le agregan 10 ml
de etanol al 35% eractamente

ALY RS ) | Se agitan ambos tubos y se centrifugan a alta velocidad durante 30
minutos.

3.3.2.3.12 Se leen ambas soluciones en el espectrofotdmetro usando el blanco de
silica gel en etanol haciendo un barrido desde 360 nm a 220 nnm

3.3.2.4 Expresion de los resultados:

El porcentaje del para - cloro - meta - xilenol se calcula usando 1la siguiente
expresion y realizando las diluciones correspondientes.

Abm x Cp
Cm = —==mmmmme o (4)
Abp
Donde:
Cm = Concentracidn de la muestra
Abm = Absorbancia de la muestra
Cp = Concentracitn del patrén.
Abp = Absorbancia del patré6n.



3.3.2.5 Informe

Ver punto 3.1.5

3:.3.3.1 Materiales y Equipos

3.3.3.1.1 Espectrofotometro ultravioleta con un par de celdas de cuarzo de | ca.
3.3.3.1.2 Jeringa de 1| ml

3:.3.3.1.3 Matraz volumetrico de 250 ml

$:3.3.2 Reactivos

3.3.3.2,1 Etano)

3.3.3.3 Procedimiento

3,3.3.3.1 Se mide | ml de -la muestra Yy B agregan en un matraz volumétrico de
250 ml,

3.3.3.3.2 Se lleva a volumen con etanol y se mezcla bién,
3.3.3.3.3 Be llevan ambas celdas con etanol y se insertan en el instrumento,

3.3.3.3.4 Se calibra el equipo a cero, usando las celdas con el etanol
entre 310 nm y 240 nm

3.3.3.3.5 Se vacia, se lava y se llevan ambas celdas con la solucidn de 1la
muestra y se insertan en el instrumento,

3.3.3.3.6 Se ajusta el cero a 310 nm y se realiza un barrido lentamente hasta
260 nm. 8e grafica la absorbancia midxima obtenida en mgq.

3.3.3.4 Expresidn de los resultados

3.3.3.4.1 El fenoxietanol es positive si la absorbancia obtenida es mayor que 0.2
3.3.3.4.2 El fenoxietanol es negative si la absorbancia obtenida es menor que 0.2
3.3.3.5 Informe

Ver punto 3,1.5

3.3.4 Determinacign de Formaldehido

3.3.4.1 Materiales y Equipos

3.3.4.1,1 Espectrofotémetro de fluorescencia con lampara XENON y suministro de
energia.



3.3.4.2 Reactivos

3.3.4.2.1 Acetil-acetona: se prepara uidiendo‘ 0.2 ml de acetil-cetona
(recientemente destilada a una temperatura 134 - 137 C, de tal manera que esté
libre de color o fluorescencia) y se agregan 0.3 ml de dcido acético glacial, se
mezcla y luego se agregan 15.4 g de acetato de amonio y se completa con agua hasta
el aforo de 100 ml.

30y haid o2 Hidroximetil dimetilhidantoina

3.3.4.3 Preparacién de soluciones patrén

3:3:4.3: 1 Solucién madre de formaldehido: (1 mg de formaldehido/ml). Se
adicionan desde una bureta 0,1 ml de solucién comercial de formaldehido al 36,8%
en un matraz volumétrico de 100 ml y se diluye a volumen con metanol (1+49).
3.3.4.3.2 Solucién Intermedia: (10 mg de formaldehido/ml): Se pipetea | m] de
solucién madre de formaldehido, se agrega en un matraz volumétrico de 100 ml y se
lleva a volumen con metanol (1 + 9),

3.3.4.3.3 Soluciones de trabajo de 0.2, 0.4, 0.6 y 0.8 mg de formaldehido/ml: se
pipetean 2ml, 4ml, &ml y B8ml respectivamente de la solucidn intermedia en matraces

volumétricos de 100 ml de aforo y se diluye cada contenido con metanol (1 + 9)i

3.3.4.3.4 Soluciones patroén: Se preparan soluciones patrén de liberadores de
formaldehido, conteniendo 0.5 y 2.0 mg de preservativo/ml en metanol (1 + 9).

3.3.4.4 Procedimiento
3.3.4,4.1 Freparacion de la muestra:

S adadadl Se pesa alrededor de 100 mg de acondicionador dentro de un matraz
volumétrico de 10 ml de capacidad.

3.3.4.4.1.2 Se lleva a volumen con metanol (1 + 9)

3.3.4.4.2 identificacidn cualitativa

3.3.4.4.2.1 Se siembran en una placa para cromatografia de capa fina (20 x 20 cm)
de S5 a 10 ml de la solucidn muestra asi como de las diferentes soluciones

patron.

3.3.4.4.2.2 Se coloca 1a placa dentro de un tanque para cromatografia que
contenga benceno y acetona (8 + 2) y se deja correr.

3.3.4.4.2.3 Una wvez alcanzado el frente de solvente, se saca del tanque
cromatografico y se seca al aire (bajo campana de extraccidn).

3.2.4.4.2.4 Se rocia la placa con el reactive acetil-acetona.

3.3.4.4.2.5 GBGe coloca la placa en la estufa durante 10 minutos a una temperatura
de 110°C para desarrollar el color amarillo.

3.3.4.4.2.6 Se compara el Rf de la muestra con el de los diferentes patrones para
determinar que tipo de preservativo esta presente.



3.3.4.4.3 Preparacién de 3,5 diacetil - 1,4 dihidrobutidine.

3.3,4.4,3.1 Se pipetea alrededor de 2 ml de muestra ¢ solucién patrén dentro de
un pequeNo matraz erlenmeyer de vidrio con tapdn.

3.3.4.4.3.2 Se afade un volumen igual del reactivo acetil-acetona

Judiho8:3,3 Se colocan las soluciones reactantes en una estufa 6 en un baio de
maria durante | hora a una temperatura de 40°C.

3.3.4.4.3.4 Se sacan las soluciones de la estufa o del bako y se enfrian a
temperatura ambiente.

3.3.4.4,3 Determinacién de la fluorescencia

3.3.4.4,4,1 Se registra el espectro fluorescente de 420 a 700 na.

3.3.4.4.4,2 Se selecciona una fijacidn de sensitividad de muestra que mantenga
la intensidad sobre la escala y cubra el rango de dicha escala para soluciones

patrén.

3.3.4.4.4,3 Se determina la intensidad de la solucién de :unclntrjcibn
desconocida en la misma fijacidn de sensitividad de la muestra.

3.3.4.5 Expresidn de los resultados

3.3.4.5.1 Se grafica la intensidad de la fluorescencia de los patrones contra la
concentracidn a 510 nm y se obtiene la concentracién de formaldehido de la muestra
a partir de la curva patrdn.

3.3.4.5.2 Se determina el Bronopol directamente de un conjunto de patrones.

T T Se calculard el Germall 115 ¢ HMDMH (Hidroximetil dimetilhidantoina)
segun la siguiente ecuacidn.

Gramos de Preservativo/ml = -—--v----- (5)

Donde:
6f = GBramos de formaldehido/ml.
m = Peso en gramos del preservativo

3.3.4.6 Informe

Ver punto 3.1.5

3.3.5 Determipacidn de broponol

3.3.5.1 Materiales y equipo

1

3.3.3.1.1 Balanza analitica



3.3.5.1.2 Cilindro graduado de 25 ml.
3.3.5.1.3 Pipetas volumétricas de | ml v 5 ml,

3.3.5.1.4 Viales para reactivos, capaz de mantener cerrado con un septum de goma
y sellado con un cierre de metal.

3.3.8.1.5 Inyectadora de 1o M1

3.3.5.1.6 Balones aforados de 25 ml y 10 ml.

3.3.5.1.7 PBaRo de marla

s S R Condiriones instrumentales

3.3.5.2.1 Cromatografo de gases equipados con detector de ionizaciébn a la 1lama.
3.3.5.2.2 Columna

3.3.8.2.3 Temperaturas

Inyector 250°C

Detector 220°C

Harno 150°C 1sotérmico

wn

I3I

4

+2.4 Flujo de 25 ml/min del gas portador (Helio)
3.3.5.2.5 Velocidad del panel de 1,0 cm/min.
3.3.9.2.6 Flujo de gases de la llama:

Hidrégeno: 30 ml/min.

Aire: 280 mi/min,

3vS:-9.3 Reactivos:

L]
L]
wn
-

(£1]

fAceite cloruro

L
e
o
o
a

Bronvpol de pureza conocida

3.3.5.3.3 Cloroforns p.a

3uFadaZd N Fentadecanao

Seoqired Procedimiento

Parte 1

S Bl Preparacitin patrén "A' (N - Pentadecano): se pipetea con exactitud
2,0 nl de N - pentadecanc en un balén aforado de 100 ml y se diluye a volumen con
cloroformo se tapa y se agita suavemente.



3.3.5.4.2 Solucidn patrdn "B" (Patrdn de trabajo): Se pesa con exactitud 0,150 g

de Bronopol (de pureza conocida) en un balén aforado de 25 ml. Se adicionan 15 ml
de cloroformo, se calienta en un bafo de vapor hasta gue el bronopol se disuelva.
Se enfria y se afiade 5 ml del patrdn "A" y se diluye a volumen con cloroformo. Se
tapa y se agita nuevamente.

Parte I1I

3.3.5,4.2.1 Se pesa con exactitud 0,15 g de muestra en un balén aforado de 25 al.

3.3.5.4.2.2  Se afaden 15 ml de cloroformo y se calienta en bako de maria hasta
que la muestra este disuelta.

33,1040 253 Se enfria y se afade § ml del patron "A". Se diluye a volumen con
cloroformo, se tapa y se agita nuevamente.

Parte III

3.3.5.4.3 Preparacién del derivado Diacetato de bronopol.

i 10 I T e | Se mide 1,0 nl de patrén "B" en un vial con septum de goma y se
rotula vial No. |.

3.3.5.4.3.2 Se mide 1y0 ml de la solucién de la muestra (preparada en la
Parte I1) en un vial con septum de goma y se rotula vial No. 2.

3,3.5.4.3.3 A cada vial se le adicionan 0,3 ml de Acetil Cloruro, se seila y se
calienta en bafio de maria por 3 horas.

NOTA: Un periodo de calentamiento menor, dar& como resultado un pico adicional

debido al derivado monpacetato.

3.3.5.4.3.4  Se inyectan 0,4 M1 del patrén acetilado del vial No. 1§ en el
cromatégrafo de gases equilibrado y se comienza la integracidn.

3.3.5.4.3.5  Be ajusta el tamato de la muestra y la atenuacidn para asegurar que
ambos picos esten dentro de la escala. La muestra eluird de la siquiente 4farma:

Bronopol, Diacetato v N-pentadecano.

S P T PR O Se repite la inyecci6on por lo menos 2 veces o hasta que con
inyeceiones repetitivas se obtengan valores de &reas identicas para cada pico.

B3 D450 7 Se repiten los puntos 3.3.5.4.3.4 y 3.3.5.4.3.5 -usando ahora el
material acetilado del vial No. 2.

3.3.5.5 Euxpresidn de los resultados
El porcentaje de bronopol se calcula mediante la siguiente ecuacién:

Determine el drea para cada pico.

11



g Bronopol = =s-emcmmmmmeeeoo x 100 (&)

yng fedtannibened : Rspl » Wp
‘Donde; -
Rp | = _Area ,4del, pico del: diacetato de bronopol, dividido entre el 4rea del pico
. del patron interno (patrdn A) por inyeccidn del patrdn,
Rspl = Area, del pico tiel didmetro de Bronopol dividido entre el drea del pico del
patrdn interno (patrdn A) por inyeccidn de la muestra.
Wp "= Peso del bronopol ipuro en gramos del patrdn "B"

Wspl = Peso de la muestra en gramos.
3?3.5;21 Lnforﬁa

Ver punto .3.1.5

-

3.3.6.1 Materiales v equipos

3;3pblll Bal anza analf -t!1 c a.

3.3.6.1.2 Espectrofotometro

3?;;1;1;3 Hafé;iél usuailﬁe laboratorio

3y8.642 Reactiyps

3.3.6.2.1 Acido clorhidrico (1:1)

3?3?3?5;2..H9tanul N

3.3.6,2.3 1,3 dihidronaftaleno

31§,§,§ . «Preparacidn de las soluciones

335:6;3:& PFeparéEion de la solucién patrén de Germal 11

3.3.6.3.1. 1 5 pesa aproximadamente 500 mg de Germal Il dentro de wun matraz
volumétrico de 100 nl, se afaden alrededor de 50 ml de agua, se disuelve, se
diluye a volumen y se mezcla bien.

3:3.6:3.1,2 Se miden 10 ml de esta solucién y se adicionan deﬁtru de un matraz
volumétrico de 100 ml y sge diluye a volumen, obteniendo una solucién de
concentracidn 0,5 mg/ml de Germal II.

3.3.6.4 Procedimiento

3.3,6.4.1 Procedimiento para la solucién patrén

3.3.6.4.1.1 Se miden 0,2 ml, 0,4 ml, 0,8 al y 1,0 ml de la solucién patrén de

Germal II (0,5 mg/ml) dentro de seis matraces volumétricos de 25 ml para preparar
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las diferentes soluciones patrones que se leeran posteriormente.

3.3.6.4.1.2 Se akaden 2,5 ml de una solucién al 1 I de 1,3 dihidronaftaleno,
recientemente preparada y filtrada y se mezcla bien.

3.3.6.4.1.3 Se aNaden 3,0 ml de Acido clorhidrico (111), solucibn acuosa y se
mezcla bien.

3.3.6.4.1.4 Se calienta la solucién en baio de maria a 70°C por | hora.

3.3.6.4.1.5 Después de transcurrida la hora, se remueve el matraz volumétrico se
enfria en bafio de hielo y se diluye a volumen con metanol.

Jid3.6:.4.1.8 Se mide la absorbancia de todas las soluciones a una longitud de
onda A= 520 nm en un espectrofotdnetro (se usa metanal para llevar a cero de
absorbancia el instrumento),

J.3.6.4,1.7 Se resta la absorbancia del blanco para obtener la absorbancia
correcta de las soluciones.

3.3.6.4.2  Procedimiento para-.la solucién desconocida
3.3.6,4,2.1 Se miden de un matraz volumétrico de 2% mly, 1,0 al del extracto
acuoso de la splucibdn desconocida cuya concentracion estimada no es mds que

la de 0,5 mg/ml de Germal II.

3.3.6.4.2.2 Se afaden 2,5 ml de una solucién recientemente preparada y filtradas
de 1,3 ml diluido en naftaleno y 3,0 ml de dcido clorhidrico 1:1 y se mezcla bien.

3.3.6.4,2.3 Se continda el ensayo de la misma manera que en el caso de la
solucidn patrén descrita anteriormente.

Ssiahy fa2ed Se resta la absorbancia del! blanco para obtener la absorbancia
correcta de la soluccidn desconarcida.

T v Expresidn de los resultados
Se selecciona la absorbancia correcta de la solucién patrén y del extracto acuoso

de la solucidén desconocida y se calcula su concentracidn seguin la siguiente
ecuacidn:

Concentracién de la solucion Abmc  x Cpc

desconocida en mg/ml i (7)
Abpc

Donde:

Abmc = Absorbancia corregida del extracto acubso desconotido.

Abpc = Absorbancia corregida del patrdén

Cpc E Concentracidn del patrdn en mg/ml

13



3.3ub4b Informe

Ver punto 3.1.95

3.3.7 Determinacifn cualitativa de parabenos (METIL/PROPIL) en productos

- - - v —— _—— - - - ——— -

A) Por espectrofotometria visible.
38Tl Materiales y Equipos

5 IR ST A0 B Flacas de fase reversa (0,2 mm) con indicador fluorescente para
cromatogratia en capa fina,

33Tl 2 Tanque para desarrollo de cromatografia en capa fina.
3.3.7.1:3 Fuente de luz ultravioleta.

3.3.7:1.4 SBecador eléctrico portatil,

Wi Embudos de vidrin:

. S B N (R Jeringas de 2 microlitros

30807 la? Vasos de precipitado de 250 ml y S50 al.

FuBa7vtee Papel de filtro cortado para recubrimiento de tanque.

3|

A

S (L, FPapel de filtro libre de cenizas.
3.3.7.1.10 Matraz volumétrico de 25 ml.

J.3.7.1.11 Varillas de vidrio.

33T 2 Procedimiento
3.3.7.2.1 Se pesan 0,5 g de muestra en un vaso de precipitado de 5 ml y se
afaden 25 ml de etanol y se mezclan muy bien, Se filtran y se evapora la

solucién alcoh6lica en un bafio de marfa con ayuda de aire hasta reducir el volumen
@+ 5 el

3.3.7.2.2 Se siembran de 10 a 20 microlitros de la solucién en placa de
silicagel (20 x 20 cam).

s P S8 R S Se preparan las soluciones alcoholicas de log patrones a
concentraciones similares a las de la muestra y se siembran.

S 3iTa254 Se desarrolla la placa en la Fase Pentano - Acido Acetico (88:12) y se

observa la placa bajo la luz U.V comparando las manchas obtenidas en la muestra
con la de los patrones.

33703 Expresidn de los resultados

Se reporta como positivo si en la siembra de la muestra se observan manchas que se

14



Se reportan como negativo en caso de no observarse ninguna mancha que se

corresponda a los patrones de parabenos sembrados. B
3L Ta3i Se determina el tamafio de muestra para andlisis de acuerdo a lo
siguiente:
t Parabeno (s) en Producto Peso de Muestra (gl

0,20 0,60

0,35 0,35

0,50 ' 0,24

0,80 0,15

3.3.7.3.2 Be pesa la cantidad de muestra apropiada segun lo indicado en el punto
anterior en el tubo para centrifuga de 50 nl.

SN L3S Se afaden 30 ml de agua destilada, se cierra herméticamente con su
tapa de vidrio y se agita vigorosamente hasta obtener una completa dispersion de
la muestra, .

$.3.7.3.4 Se afiaden 0.3 m} de &cido clorhidrico (HCl) y mezcle. !

NOTA 1: Una de las funciones de acidificacion del medio es la de facilitar el
proceso de filtracidn,

3. 8735 Se prepara una rejilla de celita en el esbudo de separacién,
utilizando un papel de filtro libre de cenizas, filtrando por vacio.

3:3.7:.3.4 Se filtra 1la muestra vy se recolecta el filtrado en un vaso de
precipitado de 150 ml. El filtrado obtenido dehe ser claro y sin turbiedad.

3337 Se lava el tubo para centrifuga con 10 ml de agua destilada y se
filtra siguiendo el mismo procedimiento utilizado para la muestra, recogiendo el
filtrado en el mismo vaso de precipitado.

ST AT e Se transfiere el contenido del vaso de precipitado a un matraz
volumétrico de 200 ml, se lava el vaso de precipitado con tres porciones de 10 ml
de agua destilada y se transfieren igualmente los lavados al matraz volumétrico de
200 ml, Se diluye a volumen con agua destilada y se mezcla. (ROTULE SOLUCION “"N*)

S 3D Se calibra el cero del espectrofotémetro a 257 nm con agua destilada
en las dos celdas del mismo.

SH I e ) Se lee la absorbancia de la solucién rotulada "N" de 360 nm a 200 nm
usando escala 0 - | de absarbancia.

3.3.7.4 Expresion de los resultados.
El pico a 257 nm correspondiente a parabenos debe tener una absorbancia mayor de

0,3 cuando la muestra pesada estd dentro de los limites especificados en la tabla
dali puntng §a85 7051k
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El resultadoc se reporta como positivo o negativo.

3535

Informe

e i mE ERE m e e e o e e o mm S e e e

3.3.8.1 Materiales y Equipos
sl I Placas de fase reversa (0,2 nm) con indicador fluorescente para
cromatogratia en capa fina.
3. 3.8.1.2 Tanque para desarrollo de cromatografia en capa fina.
3.3.8.1.3  Fuente de luz ultravioleta
e 8 Badad Becador eléctrico portatil.
3.3.8.1.5 Embudos de vidrio
338,16 Jeringas de 2 micrélitros
J.3.8.1.7 Vasos de precipitado de 250 ml y 50 ml |
3818 Papel de filtro cortado para recubrimiento de tanque.
3.3.8.1.9  Papel de filtro libre de cenizas.
3.3.8.1.,10 Matraz volumétrico de 25 ml.
3.3.8.1.11 Varillas de vidrio
3.3.8.1.12 Cilindros graduados de 200 ml y 25 ml
Y aiis B E fReactivos
SR G Metanol qgrado reactivo
A s Acido acetico glacial, grado reactivo
S.Bv203 Agua destilada
3.3.8:2.4 Selvente para desarrollo cromatografico {mezcla de 130 ml de wmetanol
con b6 ml de agua destilada y 4 ml de &cido acético glacial.
3.3.8.2.5 Solucidn patrdn de dcido sdrbico. Se pesan 0,1 ¢ + 0,01g de 4cido
sérbico en un baldn aforado de 25 ml y se amaden 20 ml de metanol, se disuelve

can

leve agitacitn y se diluye a volumen con metanol.

Se mezcla'hunngén!al&ntl y

se rotula solucibn patrén de acido sérbico.

J.3.8.3

3.3.8.3.1

Procedimiento

Preparacion del tanque para cromatografia.
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3.3.8.3.1.1 Se coloca el tanque bajo campana de ventilacidn y se aRade suficiente
solvente hasta alcanzar un nivel de altura de alrededor de 1,5 cm.

3.3.8.3.1.2 Ge recubren internamente las paredes del tanque con papel de filtro
asegurandose que dicho papel se impregne con el solvente.

3.3.8.3.1.3 GSe tapa el tanque cromatografico para peramitir que el sistema se
equilibre al menos por 30 minutos.

3.3.8.3.2 Preparacidn y cromatografia de la muestra.

3,3.8.3.2.1 Se pesan 20 g + 0,1 g de la muestra en un vaso de precipitadée de
50 ml.

3,3.8.3.2.2 Se aRaden 15 m]l de metanol y se dispersa la muestra con una varilla
de vidrio.

M i SRy 4! Ee filtra la solucién a través de papel de filtro, recogiendo el
filtrado en un segundo vaso de precipitado de 50 ml.

3.3.8.3.2.4 Se traza f(con wun lapiz de grafito) sobre una placa para
cromatografia, wuna linea paralela (al lado mds corto de la placa y a 2,54 cm de
separacion). Esta linea demarca el origen para el desarrollo.

R T (RS Se traza una sequnda linea sobre la placa a 7 cmy, poOr encima vy
paralela a la linea de origen. Esta linea demarca el frente de solvente para el
desarrollo.

3.3 8%, 8 Se realizan dos marcas sobre la linea de origen con una separacion
minima de 2 cm, entre una y otra para la siembra de la muestra a investigar y el
correspondiente patron. Estas marcas indican la posicién de cada nmuestra,
rotulando muestra uno y muestra dos en su respectivo punto de sieabra.

AR e U Se toman de cada una de las muestras una cantidad o microlitros. con
una jeringa de 25 microlitros y se siembran en el lugar indicado por su respectiva
marca en la placa, sembrando en porciones de 2 microlitros cada vez, hasta
completar el total de la muestra.

NOTA 2Z: Utilice un secador eléctrico para asegurar que la muestra esté totalmente
seca, antes de una sucesiva siembra. Mantenga el A4rea de siembra tan pequeNa como
sea posible.

3.:8B a3 2.8 Se lava y se purga la jeringa con metanol y se procede a sembrar 2
microlitros de la solucidn patrdn de dcido sérbico, en el sitio indicado por su

correspondiente marca.

e L RS Se seca la placa a 105°C durante 5 minutos para asegurar que ésta
quede completamente seca. 5Se deja enfriar a temperatura ambiente.

3.3.8.3.2.10 GSe coloca la placa en el tanque para el desarrollo cromatografico, vy
se cierra herméticamente para que el solvente alcance completo desarrollo.

3.3.8.3.2.11 Una vez completado el desarrollo cromatogrifico se saca la placa del
tanque vy se seca con el secador eléctrico. P
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3.3.8.4 Expresidn de los resultados
Se inspecciona la placa en la obscuridad bajo fuente de luz ultravioleta y se

localiza 1la mancha del d4dcido sdrbico en la muestra por comparacidn de ésta

respecto a la posicidn de la mancha dejada por la solucidn patrén de 4cido
sdrbico.

Las manchas respectivas se detectan por la aparicién de un color violeta (mancha)
sobre color verde (fondo-placa).

El resultado se reporta como positivo o negativa,

3.3.8.5 Informe !
Ver punto 3.1.5

3.3.9  Determinaci¢n del Germall 115

3.3.9.1 Materiales y Equipos

3.3.9.1.1 Balanza analitica

3.3.9.1.2 Espectrofotdmetro

3.3.9.1.3 Material usual de laboratorio

BB T2 Reactivos

3.3.9.2.1 Acido clarhidrico concentrado

et
L]
o
N
]

1,3 dihidroxinaftaleno
3.3.9.2.3 Metanol
L R Preparacidn de las soluciones

3.3.9.3.1 S8olucidn patrén de Germall 115:

3:3+9.3. 1.3 Se transfieren exactamente 500 ml de Germall 115 a un matra:z
volumétrico de 100 ml y se adicionan alrededor de 50 ml de aqua destilada, se
disuelve, se lleva a volumen Yy se mezcla bien.

B3, 5. B 2 Se miden exactamente 1,0 ml de esta solucidn y se adicionan en un
matraz volumétrico de 100 ml, se lleva a volumen con agua destilada y obtenemos
una solucibn patrén de Germall 115 de 0,05 mg/mi, -

L i Frocedimiento

LAl

+3.9.4.1 Solucidn patrén

3.3.9.4.1.1 Se miden alicuotas de 2 ml, 4 ml, 6 ml, y 10 ml de la solucién patran
(0,05 mg/ml) vy se agregan dentro de seis matraces volumétricos y se rotulan
soluciones patrones de Germali 115,
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2 nl de solucidn patrén = 0,1 mg Germall 115

4 ml de solucidén patrdn = 0,2 mg Germall 115

6 ml de solucidn patrén = 0,3 mg Bermall 115

8 ml de solucidn patrdn = 0,4 mg germall 115

10 ml de solucidn patrén = 0,5 mg Germall 115
3.3.9.4.1.2 Se adicionan a cada matraz un volumen de 10 ml de agua destilada,
15 ml de solucibn de 1,3 dihidroxinaftaleno recientemente preparada y filtrada y
se anade una mezcla de 30 ml de 4cido clorhidrico concentrado y 10 ml de agua

destilada recientemente preparada y filtrada, lista para usar el mismo dia.

3439045 LS Se calienta en baio de vapor a 100°C por 1| hora, se enfria en bafo
de hielo y se agregan 50 ml de metanol absoluto.

3.3.9.4.1.4 Se lleva a cero de absorbancia el instrumento usando metanol y luego
se mide la absorbancia de cada una de las soluciones a una longitud de onda de A=
520 nm en un fotdmetro. a

NOTA: Es aconsejable realizar un barrido desde 490 - 529 nm ya que la absorbancia
maxima la tendremos a 520 nnm,

TR A e bl Se resta la absorbancia del blanco para obtener 1la absorbancia
correcta de las diferentes soluciones patrones.

R Rt iR L) Extraccitn y ensayo de desconocido.

3.3.9:4.2.1 Se pesa suficiente muestra para obtener 4 - 5 mg de Germall 115
dentro de un embudo de separacidn y se aiaden 10 ml de cloroformo.

3.3.9.4.2.2  Se extrae la muestra con 5 porciones de 10 nl de agua destilada (se
puede agregar 0,3 ml de dcido hidroclorhidrico a cada una de las muestras de 10 ml
para favorecer la separacidn de las capas).

3:3:.9.4.:2.3 Se lavan las capas acubsas con 2 porciones de 10 ml de cloroformo.

3.3.9.4.2.4 Se filtran las capas acuosas lavadas con cloroformo para obtener un
filtrado translGcido e incoloro y se diluye a volumen con agua en un matraz
volumétrico de S0 ml.

T3 8255 Se mide wuna alicuota de 5 ml de este extracto incoloro en otro
matraz volumétrico de 50 ml y se akaden 5 ml de agua destilada.

3:3.9.4.2:6 Se afiaden § m]l de solucién indicadora y se calienta en bafo de vapor
a 100°C durante 15 minutos d a 70°C .por una hora.

5.3 9.4.2,7 Se enfria en bafo de hielo y se diluye a volumen (50 ml) can metanol
anhidro.

3aFeR 4258 Se mide 1la absorbancia a A = 520 nm tal vy como se describe
anteriormente para las scluciones patrones.
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3.3.9.5 Expresidn de los resultados

Se selecciona la absorbancia correcta de la solucidn patron de Germall 115 en la
emulsidn seqgun la siguiente ecuacidn:

Abm 1000
% Germall 115 ® ewee-eaana. ¥ mp P A EsESseeEas (8)

(concentracién teérica) Abp M
Dondet
Abm = Absorbancia de la muestra
Abp = Absorbancia del patron
mgp = Total en mg del patrdn escogido
M = FPeso de la muestra en mg.
3.3.9.5.1 Correcci6n del rendimiento de entraccién

Rendimiento de CTM

Extraccion = ------ (9)
del ratio CCM
Donde:
CTM = Concentracién tedrica en % de la muestra conocida.
CCM = Concentracidn conocida en % de la muestra conocida
O3 T2 Determinacién de la concentracidn actual de Germall 115 en una

emulsidn desconocida.

L Germall 115 C.T.E.D
en la emulsidn = -=----eceono ) (10)
desconocida R.E.R

Donde:

CTED = % de la concentracién tedrica de la emulsién desconocida

R.E.R = Rendimiento de extraccidn del ratio
dedeTab Informe

Ver punto 3.1.5



3.3.10  Determinacidn cualitativa del Acido Benzoico

3.3.10.1 Materiales v Equipos

A (S0 | Placas de cromatografia de capa fina de silica gel con indicador
fluorescente,

3.3.10.1.2  Tanque fromatogréfico con tapa.
3.3 L0583 Jeringa calibrada en microlitros
83101, 4 Material usual de laboratorio.
3.3,10:2 Reactivos

3.3.10.2.1 Alcohol

3.3.10.2.2 Eter Etilico

3.3.10.2.3 Cloroformo

3.3.10.2.4 Hexano

3.3.10.2,5 Acido Acdtico Glacial

3.3.10.2.6 Acido Benzoico

3.3.10.2.7 Mezcla solvente 2:1:1 y/V

Mezcle en un matraz volumétrico de 250 ml, 100 ml Cloro, 50 ml Eter, 50 ml Hexano
més dos 2 ml de dcido acético glacial V/V.

Fa3.10.3 Procedimiento
3.3.10.3.1 Preparacitn del patrén

LB O edt [ Se pesa 0,1 g + 0,01 g de 4cido benzéico en un vaso de precipitado
de 100 nml.

= {BIR AP 0 Le  § Se atade 50 ml de alcohol v se disuelve con un agitador cubriendolo
con un vidrio de reloj.

I8RO0 52 Preparacitn de la muestra

3.3.10.3.2.1 Se pesa 1 g t 0,001 g del producto en un vaso de precipitado de
100 ml.
B310i3.:2.2 Se awade 10 ml de eter etilico y se dispersa el producto usando

agitador de vidrio se agita por 5 minutos (realice el trabajo sobre campana).
33010, 3.2.3 Se transfiere la solucidn en un tubo de centrifuga de 50 ml.
Ole 100 302 Se lava el vaso de precipitado con 5 ml adicionales de éter etilica

y se awnaden estos lavados al tubo de centrifuga se tapa el tubo y se centrifuga
por 5 minutos a 2.000 r.p.m.
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por 5 minutos a 2.000 r.p.m.

Jadel0adv205 Se saca el tubo de la centrifuga y se deja tapado hasta la siembra.

33104302, 6 Cromatografia de Capa Fina

3.3.10,3,2.6.1 Se coloca el tanque de desarrollo en una campana ventilada y se

atiade suficiente mezcla solvente para llevar a volumen a un nivel aproximado de
12,7 mam (0,5 pulgadas).

Je3 1053247 Se cubren las paredes del tanque con el papel de filtro y se
inclinan para mojar toda la superficie del papel.

3.3.10,3.2.8 Se coloca la tapa en el tanque y un pesp sobre ella,

3.3.10,3.2.9 En una placa de cromatografia de capa fina con indicador
fluorescente se dibuja una linea (con un lapiz) paralela y aproximadamente a
25,4 mm una (1 pulgada) del borde,

Sad b0 20]0 Se dibuja una segunda linea, paraleli al origen de 10-12 cm por
arriba de el. Esta linea marca la distancia que el solvente deberd migrar antes
de quitarlo del tanque.

3.3:10.3.2.114 Se colocan dos (2) marcas a lo largo del origen por lo menos a
2 cm de distancia entre ellas y se rotula un punto como patrdn y el otro como
muestra.

3.3.10.3,2.12 Usando wuna jeringa de 100 M1, e aplica 2 ul de la solucién
de la muestra en la marca apropiada. Seque., Repita el procedimiento hasta colocar
S0Ml de la solucién de la muestra en el punto.

No deje que el punto se haga muy grande, mantengalo lo mis pequefo posible. Esto
impedird resultados dudosos en la banda de propagacidn.

3 Sied 0302543 Se lava la jeringa con alcohol y se coloca 10 Ml de la solucidén
patrdn de dcido benzdico en la marca apropiada en incrementos de 2 M1 cada vez,

3:3.10.3,2.14 Cuando los puntos estén completamente secos, se colocan las placas
en el tanque, con el origen hacia abajo y se repone la tapa y el peso.

AL I R B [ Se deja que el solvente alcance su linea de origen, se retiran las
placas del tanque y se seca bajo campana. (Nota 3)

3.3.10.4 Expresidn de los resultados

Precausién: Use lentes oscuros cuando observe las placas TLC bajo L.U.V. Visiones
prolongadas sin el uso de los lentes oscuros pueden daiar los ojos.

3.3.10.4.1 Inspeccione las placas en un drea oscura bajo L.U.V. vy localice el
dcido benzgico e la muestra comparando éste con la posicidn del patrén 4cida

benzdico, (Los puntos aparecerdn violeta en un fondo verde). Perfile todos los
puntos con un lapiz.

3.3.10.4.2 El punto del &cido benzéico de la muestra deber4 ser igual al punto
del patrdn en tamado y valor Rf.

22



3.3.10
Ver pu

3.3.11

3.3.11
3.3.11
3.3.11
J.3.11
3.3, 11
5.3.11
3.3.ii
3.3.11
353211
3.3.11
3.3.11

3.3.11
separa

Si no se dispone de placas con indicador fluorescente se pueden usar placas
sin el indicador. La visualizacidn se logra rociando con 2,7
diclorofluoresceina que hace al &cido benzdico fluorescente bajo L.U.V.

Esta técnica es menos sensitiva y requiere una aplicacién doble de 1la
muestra y el patrdn a la usada con sflica gel fluorescente.

La mezcla de solventes debe ser agregada al tanque y dejarla equilibrar por
lo menos | hora antes de usar.
Para ganar tiempo, esta técnica deberd realizarse al inicio del andlisis.

8i el método es para usarse en otros productos que contengan superficies
fuertemente activas pueden ser necesarios miltiples desarrollos para
eliminar el rayado. Deje el solvente alcanzar la mitad de la distancia que
hay entre el origen y la linea del solvente. Retire las placas del tanque y
seque bajo campana. Coloque las placas volteadas en el tanque y repita la
operacién.

Se deja que el Oltimo desarrollo termine (el solvente alcanza la linea del
solvente), .

3 Informe
nto 3.1.5
Determinacién de Kathon C.B (Metil-cloro isotiazolonone ¢

- — —— - - —— - - - -

+1.1 Balanza andlitica
.1.2 BaNo de vapor

-1.3 Placa de silica gel

.1.4 Jeringa calibrada en microlitros
1.5 Material usual de laboratorio

' 2 Reactivos

2.1 Eter de petréleo

+2.2 Alcohol etilico

«2.3 Cloroformo

+2.4 Metanol

.3 Procedimiento

+3.1 Be pesan alrededor de 10 gramos de muestras y se llevan a un embudo de

cidn de 250 ml y se extrae con eter de petrdlea pasando cada extracto a un
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3.3.11.3.2  Se somete a evaporacidn completa, se retoma con alcohol etilico para
sembrarlo en placa de silica gel.

ZeFedled.3 El patr6n se disuelve en alcohol etilico y se siesbra en la misma
placa de silica de la muestra.

3.3.11.3.4 Se coloca la placa en el tanque de cromatografia que contiene la fase
movil cloroformo - metanol (95 - 5) y se deja correr la placa hasta llegar al
frente del solvente.

A B i B Se seca la placa cromatogréfica y se observa en la luz ultra violeta
para comparar las manchas del patrdn y la muestra,

3.3,11.4 Expresidn de los resultados

Se reporta positivo el Kathon C.6. si se observa en la placa cromatografica una
mancha que coincida con la del patrdn sembrado al mismo Ré. Y negative si no
aparece mancha alguna.

s T 1) U Informe

Ver punto 3.1.5

3.4 DETERMINACION DE COLORANTES POR CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA

3.4.1 Materiales y eguipos

3.4.1.1 Placas de sflica gel para cromatografia en capa fina fluorescente.
3.4.1.2 Tanque cromatografico

3.4.1.3 Bano de maria

J.4.1.4 Material usual de laboratorio

3.4.2 Reactivos:

3.4.2.1 Acetato de etilo

3.4.2.2 Metanol

3.4.2.3 Hidroxido de amonio en agua (3 + 7)

3.4.224 Alcohol grado analitice

3.4.2.5 Acetona

3.4.2.6 Acido clorhidrico

3.4.3.1 5e pesa aproximadamente 1 gramo de muestra y se afaden 20 ml de acetona y
4 ml de 4cido clorhidrico.
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Algunas preductos. precipitan mis facil y rapidanente con 20 ml de alcohal y 4 nl
de dcido clorhidrico y otros solamente con alcohol. g

3.4.3.2 Be obtiene el espectro visible de la muestra contra patrones de los
colorantes presentes en ir{a, prepéradpa en iguales condiciones que la muestra.

3.4.3.:3 81 hay presente mis de un colorante puede ser necesario realizar una
separacién cromatografica en capa fina, para lo cual se procede de la siguiente
manera: '

3.4.3.3.1 Se evapora el filtrado obtenido en un baRo de maria con la ayuda de
aire.

3.4.3.3.2 8e retoma'ton 2 mnl de alcohol y #B sieabran 100 microlitros en placa
da sflica gel. P S '
Jadu3i3.3 Se siembran 100 microlitros también de cada una de las soluciones

patrones de los colorantee declarados en la férmula del producto, prcparadql en
iguales condiciones que la muestra,

3.4,3.3.4 Se desarrnlla | #iaca en el tanque cromatogréfico gue contimsnae:
15 ml de Acetato de= Etilo

3 ml de Metanol

- o 0

3 nl do Hidréxide de Amonio an agua (3 + 7)

I, R S S Be comparan loe Rf de lows colorantes contenidos mn la muestra con los
de los patrones sembrados.

3.4,3.3.6 Be observa la placa bajo la luz ultravioleta (U.V) en longitud de onda
larga para colorantes que presentan fluorescencia.

S.4.4  Expresi6n de los resultados

8e reportan los colorantes contenidos en la muestra revelados en la placa
cromatogréfica, por comparacidn con los patrones sembrados en la migma.

7 S Informa

- .

Ver punto 3.!1.5
3.9 DETERMINACION DE AMINAS TERCIARIAS

3.5.1 Principio del métode
Se titulan primero los cuaternarios totales en medio alcalino y luego se titulan
las aminas terciarias en medio 4cido. Este es un método que permite titular aminas
terciarias en presencia de aninzs custernarias sin interferencias,



31002 Materiales y equipos

3.5.2.1 Balanza analitica
3.5.2.2 Instrumento para medir pH
3.5.2,3 Material usual de laboratorio

5.3.3 Reactivos

3.5.3.1 Solucion de lauril sulfato 0,004 M
3.9.3.2 Solucibn indicadora de azul de bromofenol ‘

3,5.3,3 S8olucion buffer pH 10: e preparan pesando 7 gramos de carbonato de sodie
anhidro y 100 gqramos de sulfato de sodip anhidro en un vaso de precipitado
de 400 ml. Se akade agua destilada y 88 va disolviendo.

Luego se trasvasa cuantitativamente a un cilindro graduado de 1000 ml con la ayuda
de agua destilada y se lleva a volunen.

Se determina el pH de 1a solucdbn para asegurar gue el mismo esté en 10.

3.5.4 Procedimiento

3.5.4.1 Titulacidn en Medio Alcaling:

3.5.4.1.1 Se pesan con exactitud 2 gramos de muestra en un cilindro graduado de
100 ml de capacidad,

3.1.4.1,2 Se akaden al cilindro los siguientes reactivos 25 ml de cloroformo, 25
#l de solucién buffer pH 10, 4 - 4 gotas de azul de bromofenol. Se tapa el
cilindro y se agita vigorosamente.

3.5.4,1.3  8e titula la solucién con lauril sulfato de sedio 0,004 M,
3.5.4.1.4 El punto {final practico se toma a la prinmera aparicién de un color

purpura definido en la capa superior acuosa cuando esta se ve eh frente de luz
directa,

NOTA
Rgite vigorosamenie después de cada adicibn, destapando el cilindro para liberar
la presién, disminuya el tamafo de los incrementos graduables a medida que se
aproxima el punto final,

S 2 Titulacidn en Medio Acido:

Fo0u852. 1 Se pesan con exactitud 2 gramos de la muestra en un cilindro graduado
de 100 ml, ]

3.5.4.2.2 Se aRaden al cilindro los reactivos siguientes: 10 ml de agua
destilada, 10 ml de mezcla indicadora, 15 ml de cloroformo y se agita.



SN2, 3 Se titula la solucidn con lauril sulfato de sodio 0,004 M, agitande

después de cada adicién, La emulsién se vuelve menos persistente cerca del punto
final.

3.5.4.2.4 S8e titula agitando entre adiciones hasta que el color azul de la capa
de cloroformo desaparezca completamente,

En este puntd la capa de cloroformo se torna rosada en presencia de un exceso de
lauril sulfato de sodio.

3.5.5 Expresion de los resultados
A e i | Titulacidn alcalina (meg/g)

ml (L.S.8.) » M (L.B.8.)

ACEEVON & s===imcboeomns e ne S (11
M
Donde:
Activos = cantidad de cuaternarios totales
ml (L.5.85) = volumen consumido de lauril sulfato de sodio en la titulacidn en

medio alcalino.
M (L.§.8) = Molaridad del lauril sulfato de sodio
M = Peso de la muestra en gramos
3.5,5.2 Titulacién acida (meg.g)
ml (L.5.8) % M (Li§.8)
Activogs B ~=—=smemmem—eee e eed e e (12)
Donde:

Activos = Cantidad de aminas terciarias presentes en la muestra

ml (L.S.8) = inumen de lauril sulfato de sodio consumidos en la titulacidn en
medio dcido.

M (L.5.5) = Molaridad del lauril sulfato de sodio.
M= Peso de la muestra
it ) Informe

Ver punto 3.1.5
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3.6 DETERMINACION DE CUATERNARIUM 23

S.6.1 Materiales y equipos

3.6.1.1 Placas de silica gel para cromatografia en capa fina.
3.6.1.2 Tanque cromatogrdfico

3.6,1.3 Material usual de laboratorio

3.6.2 Reactivos

3.6.2.1 Acido acético 2N

3.6.2.2 Clorofornmo

3.6.2.3 Lauril sulfato de sodio 0,004 M,

3.6.2.4 Acido sulfurico diluido

3.6.2.5 Fase Mévil: Amoniaco - Metannl ({ - 99)

3.6.2.6 Solucién de Iodoplatinato: Se pesan 0,25 g de Cloruro Platinico + § g de

Toduro de Potasio + 2 ml de Acido Clarhidrico y agua destilada cantidad suficiente
para 100 ml.

3.6.3.1 Solucidn patrdn.

Se pesa alrededor de 25 mg de droga pura en un balén aforado de 25 ml y se lleva a
volumen con d&cido acetico 2N.

Db 3 Solucidn muestra

Se pesan alrededor de 25 mg de cuaternario 23 y se lleva a un balén aforado de
25 ml y se completa a volumen con Acético 2N.

3.6.4 Procedimiento

3.6.4.1 En una placa de silica gel dividida en dos (patrén y nmuestra) se
siembran 0,5 ml del patrén y 0,5 ml de la muestra y luego se coloca en el tanque
cromotogréfico que contiene la fase mavil.

3.6.4.2 Después de correr la placa cromatografica se saca del tanque y se deja
secar.

3.6.4.3 Se rocia con solucién de lodo platinato para localizar las manchas.
3.6.4.4 Se raspa donde se encuentra el patron y la muestra y se colocan en un
matraz volumétrico con tapa de 250 nl y se le agregan 50 ml de agua destilada,
10 m1 de 4&cido sulfiarico y 3 gotas de solucién indicadora de amarillo de metilo.
3.6.4.5 Luego se titula con solucioén de lauril sulfato de sodio 0,004 M al que

previamente se le ha determinado el titulo con el patrdn.
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v 6.5 Expresidn de los resultados

ok R x 100 (13)

Donde:

% €23 =  Porcentaje en ml % de cuaternarium 23

v = Volumen consumido en la titulacién de lauril sulfato de sodio.
fc = Factor de correcidn del lauril sulfato de sodio.

m = Peso de la muestra en ng.

3.6.64 Informe

Ver punto 3.1.5

BIBLIOGRAFIA

Informacidn suministrada por la industria.

29



n-’-“‘"‘w.. 1
) W \
L ¢ "
\ A g5 |
i T I " betd ‘,
\E 8 |
1 G e 3
1 O ',:.:": x 3
1R i ikl E. ’\ |
\ -‘l > ~ . 1.
B |
| - H

COMISION VENEZOLANA DE NORMAS INDUSTRIALES
MINISTERIO DE FOMENTO
Av. Andrés Bello Edif. Torre Fondo Comun Piso |1

CARACAS

publicacion de:

IMPRESO EN EL TALLER DE COVENIN



