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Resumen

En la presente Tesis Doctoral se han desarrollado y validado nuevos métodos
analiticos para la determinacidon de sustancias de interés en el sector
cosmético, con el fin de contribuir al estudio de la eficacia y la seguridad de
los productos cosméticos, dentro del marco del Proyecto de Investigacion
CTQ2015-70301R titulado “Avances en la seguridad de los productos
cosmeéticos: nuevos métodos analiticos para la deteccion de sustancias
peligrosas y el estudio de permeabilidad cutdnea de ingredientes”. En este
sentido, se han propuesto nuevas metodologias que contribuyan a cubrir las
necesidades y expectativas del vigente Reglamento Europeo (CE) n.°
1223/2009 sobre los productos cosméticos en relacidn al control analitico de
ingredientes cosméticos, especialmente aquellos prohibidos y restringidos.

La Tesis Doctoral se ha estructurado en diez capitulos agrupados en dos
secciones:

La Seccidn |, que consta de los Capitulos 1y 2, corresponde a la Introduccion,
en la que se describen algunos conceptos fundamentales sobre los productos
cosméticos y su legislacion, asi como las principales metodologias analiticas
utilizadas para su control.

— En el Capitulo 1, dedicado a los productos cosméticos, se exponen
brevemente el marco legal y los antecedentes mas relevantes sobre las
sustancias objeto de estudio, asi como consideraciones sobre el control
analitico de los productos cosméticos en base a su eficacia, seguridad y
calidad y concretamente sobre la determinacion de las sustancias objeto
de estudio.

— En el Capitulo 2 se describen las principales técnicas de
(micro)extraccion empleadas en la presente Tesis Doctoral.

La Seccién Il, que consta de los Capitulos 3 a 10, corresponde al Resumen de
los resultados experimentales obtenidos durante el desarrollo de la Tesis
Doctoral.

— En el Capitulo 3 se describe un método analitico para la determinacién
de hidroxitirosol y tirosol, dos ingredientes activos con propiedades
antioxidantes, en extractos procedentes de la oliva y en productos
cosmeéticos fabricados a partir de ellos.

— Enel Capitulo 4 se describe una estrategia para la preparacién rapida de
muestras cosméticas basada en una semi-microextraccidn con
formacion de emulsidn asistida por vortice, aplicandose a la



Resumen

determinacién de bronopol en productos cosméticos, un conservante
de uso restringido en este tipo de productos.

— En el Capitulo 5 se describe un método analitico para la determinacion
de formaldehido libre en productos cosméticos que contienen
conservantes dadores de formaldehido, empleando microextraccion
liguido-liquido dispersiva en fase reversa como estrategia de
preconcentracién.

— En el Capitulo 6 se describe un método analitico para la determinacion
de hidroxietoxifenil butanona en productos cosméticos, un conservante
alternativo (no regulado) sobre el que existe publicado un informe
relativo a su seguridad.

— En el Capitulo 7 se describe un método analitico para la determinacion
de cinco conservantes alternativos en productos cosméticos, basado en
una derivatizacion y una semi-microextracciéon liquido-liquido asistida
por vortice.

— En el Capitulo 8 se describe un método analitico para la determinacion
de cuatro disruptores endocrinos de la familia de los alquilfenoles, dos
de ellos prohibidos, en productos cosméticos y materias primas.

— En el Capitulo 9 se describe un método analitico para la determinacién
de siete nitrosaminas, compuestos altamente cancerigenos, en
productos cosméticos, basado en microextraccion liquido-liquido
dispersiva en fase reversa asistida por vortice.

— En el Capitulo 10 se describe un método analitico basado en la técnica
de microextracciéon dispersiva por sorcién sobre barra agitadora,
propuesta por el grupo de investigacion en el que se ha desarrollado
la presente Tesis Doctoral, y se aplica a la determinacion de ocho
nitrosaminas en productos cosméticos.

Por ultimo, se presentan las Conclusiones finales de esta Tesis Doctoral v,
como Anexo, se incluyen las publicaciones cientificas a las que ha dado
lugar.
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Capitulo 1

1.1. DEFINICION Y MARCO LEGAL

Segun el actual Reglamento (CE) n.° 1223/2009 sobre los productos
cosméticos [1] (en adelante, Reglamento Europeo), un producto cosmético
es “toda aquella sustancia o mezcla destinada a ser puesta en contacto con
las partes superficiales del cuerpo humano (epidermis, sistema piloso y
capilar, ufias, labios y drganos genitales externos) o con los dientes y las
mucosas bucales, con el fin exclusivo o principal de limpiarlos, perfumarlos,
modificar su aspecto, protegerlos, mantenerlos en buen estado o corregir los
olores corporales”. Atendiendo a esta definicidon, entre los productos
cosméticos se incluyen:

— cremas, emulsiones, lociones, geles y aceites para la piel;

— mascarillas de belleza;

— magquillajes de fondo (liquidos, pastas, polvos), polvos de maquillaje;

— polvos para aplicar después del bafo, polvos para la higiene corporal;

— jabones de tocador, jabones desodorantes;

— perfumes, aguas de tocador y agua de colonia;

— preparados para bafio y ducha (sales, espumas, aceites, geles);

— depilatorios;

— desodorantes y antitranspirantes;

— productos para el cabello: colorantes, productos para la ondulacidn,
alisado vy fijacidn, productos para marcado, limpieza (lociones, polvos,
champus), mantenimiento (lociones, cremas, aceites) y peinado
(lociones, lacas, brillantinas);

— productos para el afeitado (jabones, espumas, lociones);

— maquillaje y productos para desmaquillar;

— productos destinados a aplicarse en los labios;

— productos para cuidados bucales y dentales;

— productos para el cuidado y maquillaje de las uiias;

— productos de higiene intima externa;

— productos para el sol, para el bronceado sin sol;

— productos para el blanqueo de la piel; y

— productos antiarrugas, entre otros.

El Reglamento Europeo se publicé en 2009 vy, tras una moratoria de cuatro
afos, entrd en vigor el 11 de julio de 2013, sustituyendo a la anterior
Directiva 76/768/CEE de 1976 en materia de productos cosméticos [2] que
habia sido modificada de forma sustancial en numerosas ocasiones entre
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1979y 2012. Asi pues, el Reglamento Europeo pasé a constituir el marco legal
armonizado de aplicacién en todos los Estados miembros de la Unidn
Europea, estableciendo normas claras y detalladas con el objetivo de
simplificar los procedimientos, racionalizar la terminologia y reforzar el
marco regulador de los productos cosméticos, como el control en el
mercado, con el fin de garantizar la seguridad de los consumidores. De
hecho, una de las normas fundamentales que se establecen en el
Reglamento Europeo es que los productos cosméticos disponibles en el
mercado deben ser seguros para la salud humana en las condiciones de
utilizacion normales o razonablemente previsibles, teniendo en cuenta su
presentacién, etiquetado, instrucciones de uso y eliminacién, y cualquier
otra indicacidn o informacidn proporcionada por el fabricante.

Por este motivo, el Reglamento Europeo incluye una serie de prohibiciones y
restricciones respecto al uso de las sustancias que pueden formar parte de la
composicion de un producto cosmético, dependiendo del tipo de producto y
su forma de aplicacién. En este sentido, los productos cosméticos se pueden
clasificar en grupos con diferentes consideraciones de seguridad:

— producto que se aclara: aquel destinado a ser eliminado tras su
aplicacion en la piel, el pelo o las mucosas;

— producto que no se aclara: aquel destinado a permanecer en contacto
prolongado con la piel, el pelo o las mucosas;

— producto para el pelo: aquel destinado a aplicarse en el cabello o en el
vello facial, con la excepcidn de las pestaiias;

— producto para la piel: aquel destinado a aplicarse en la piel;

— producto labial: aquel destinado a aplicarse en los labios;

— producto facial: aquel destinado a aplicarse en la piel de la cara;
— producto para las ufias: aquel destinado a aplicarse en las uiias;

— producto bucal: aquel destinado a aplicarse en los dientes o en las
mucosas bucales;

— producto aplicado en las mucosas: aquel destinado a aplicarse en las
mucosas bucales, en el borde de los ojos, o de los érganos genitales
externos;

— producto para los ojos: aquel destinado a aplicarse cerca de los ojos; y

— producto de uso profesional: la aplicacidn y la utilizacion del mismo se
lleva a cabo por personas en el ejercicio de su actividad profesional.

10



Capitulo 1

La Comision Europea, en su Decision 2008/721/CE de 2008 [3], actualizé y
mejord la estructura y los procedimientos de trabajo de un conjunto de
comités cientificos y expertos en el ambito de la seguridad de los
consumidores, la salud publica y el medio ambiente previamente
establecidos. Entre estos comités, el Comité Cientifico de Seguridad de los
Consumidores (CCSC) [4] “emitird dictdmenes sobre cuestiones relativas a
todos los tipos de riesgo para la salud y la seguridad (en particular riesgos
quimicos, biolégicos, mecdnicos y de otro tipo) de productos de consumo no
alimentarios (por ejemplo, productos cosméticos y sus ingredientes, juguetes,
productos textiles, productos de confeccion, productos para el cuidado
personal y productos domésticos, como por ejemplo los detergentes, etc.) y
servicios (por ejemplo, tatuajes, bronceado artificial, etc.)”. De esta forma, el
CCSC debera evaluar e informar sobre los riesgos asociados al uso de ciertas
sustancias en los productos cosméticos y, en consecuencia, el Reglamento
Europeo podrd ser modificado por la Comisién Europea para velar por un alto
nivel de seguridad para los consumidores, introduciendo nuevas
prohibiciones, restricciones, enmiendas y correcciones en caso necesario.

1.2. INGREDIENTES COSMETICOS. SUSTANCIAS PROHIBIDAS Y
RESTRINGIDAS

El Reglamento Europeo define los ingredientes cosméticos como “cualquier
sustancia o mezcla que se utiliza intencionalmente en el producto cosmético
durante el proceso de fabricacion”, pero no se consideran ingredientes las
impurezas contenidas en las materias primas utilizadas ni las sustancias
técnicas subsidiarias utilizadas durante la fabricaciéon que no se encuentren
en el producto acabado. Asi, los productos cosméticos presentan
generalmente formulaciones complejas compuestas por una variedad de
ingredientes que desempenfan diferentes funciones, incluyendo ingredientes
activos, excipientes o vehiculos y aditivos, para cumplir con el efecto deseado
y para que su aplicacion no suponga un riesgo para la salud de los
consumidores.

El denominado Inventario de Ingredientes Cosméticos [5,6] incluye un
extenso listado de sustancias utilizadas como ingredientes cosméticos vy
recoge su informacion mas relevante, por ejemplo, la nomenclatura INCI (del
inglés, International Nomenclature of Cosmetic Ingredients) que se emplea

11
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como nombre comun a efectos de etiquetado, el nimero CAS (del inglés,
Chemical Abstracts Service), las restricciones aplicables y la funcién habitual
que desempefan en los productos cosméticos, entre otros. Sin embargo,
merece la pena destacar que este listado tiene un caracter indicativo y no
constituye una lista de sustancias autorizadas para su uso en productos
cosméticos; del mismo modo, la no aparicién de una determinada sustancia
no implica que no pueda ser utilizada como ingrediente, siempre y cuando
no se establezca lo contrario en el Reglamento Europeo.

Por otra parte, el Reglamento Europeo establece ciertas prohibiciones y
restricciones al uso de determinadas sustancias como ingredientes
cosméticos para garantizar la seguridad de los consumidores. Estas
sustancias se presentan en el Reglamento Europeo en una serie de listados,
en forma de Anexos, de modo que hasta la fecha:

— El Anexo Il incluye una lista con 1379 sustancias prohibidas en los
productos cosméticos.

— ElAnexo Il incluye una lista con 297 sustancias que no podran contener
los productos cosméticos salvo que se cumplan las restricciones de uso
establecidas en cada caso atendiendo al tipo de producto, partes del
cuerpo donde se aplica, concentracion maxima en el producto
preparado para el uso, otras restricciones, condiciones de empleo y
advertencias.

— El Anexo 1V incluye una lista con los 153 colorantes admitidos en los
productos cosméticos y establece las restricciones de uso aplicables en
cada caso.

— El Anexo V incluye una lista con los 57 conservantes admitidos en los
productos cosméticos y establece las restricciones de uso aplicables en
cada caso.

— El Anexo VI incluye una lista con los 28 filtros ultravioleta admitidos en
los productos cosméticos y establece las restricciones de uso aplicables
en cada caso.

Por tanto, solo existen listados de ingredientes autorizados para colorantes
(Anexo 1V), conservantes (Anexo V) vy filtros ultravioleta (Anexo VI), no
pudiéndose utilizar con la finalidad de colorear, conservar o proteger de la
radiacién solar, respectivamente, otras sustancias no incluidas en estos
listados. Ademas, las sustancias incluidas en dichos listados deben utilizarse

12



Capitulo 1

bajo las restricciones de uso alli establecidas. En lo que se refiere al resto de
ingredientes, podrdn utilizarse todos aquellos que no estén incluidos en el
listado de sustancias prohibidas (Anexo Il), teniendo en cuenta Unicamente
que los ingredientes restringidos (Anexo [ll) deben cumplir con las
restricciones establecidas. Cabe destacar que estas listas no son definitivas,
sino que pueden ser actualizadas por la Comisién Europea en caso necesario
como respuesta a la informacién proporcionada por el CCSC en relacion a
nuevos avances técnicos y/o a nuevas consideraciones acerca del efecto de
una determinada sustancia sobre la seguridad de los productos cosméticos.

1.2.1. Ingredientes activos

Segln el Comité de Expertos en Productos Cosméticos del Consejo de
Europa, los ingredientes activos son “aquellas sustancias empleadas en los
productos cosméticos con el objetivo de conferir a éste propiedades
cosméticas especificas. Algunos de estos ingredientes activos pueden
presentar efectos farmacoldgicos y/o toxicidad bajo ciertas condiciones de
uso” [7]. En esta definicién se incluyen las sustancias encargadas de realizar
la funcidn para la cual el producto cosmético ha sido disefiado, en analogia
con los principios activos de los productos farmacéuticos. Ademas, en los
ultimos afios han ganado popularidad los productos cosméticos basados en
ingredientes activos naturales, como los obtenidos a partir de extractos
vegetales. Aunque algunas sustancias procedentes de las plantas estan
prohibidas por el Reglamento Europeo, el nimero de productos naturales no
regulados que pueden utilizarse como ingredientes cosméticos es realmente
inmenso.

En relacion al objeto de estudio de la presente Tesis Doctoral, un ejemplo de
ingredientes activos naturales procedentes de extractos vegetales son el
hidroxitirosol ~ (2-(3,4-dihidroxifenil)etanol) 'y el  tirosol  (2-(4-
hidroxifenil)etanol), cuya informacidn mas relevante se muestra en la Tabla
1.1. Estos compuestos fendlicos, presentes en las raices, tallos y hojas del
olivo (Olea europaea), en sus frutos (las olivas) y, por tanto, en el aceite de
oliva [8-11], presentan actividad antimicrobiana [12,13], antiinflamatoria
[14] e incluso hay estudios que los relacionan con la prevencién del cancer
[15], pero especialmente son conocidos por su actividad antioxidante
[16,17]. Por este motivo se incorporan como ingredientes activos en
productos cosméticos mediante el uso de diferentes extractos procedentes
de la oliva. Ademas, seguin el Inventario de Ingredientes Cosméticos, el
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Introduccion

hidroxitirosol presenta funciones de blanqueante y acondicionador de la piel.
Estos compuestos no estan incluidos en ningun listado del Reglamento
Europeo y son las sustancias objeto de estudio del Capitulo 3 de la presente
Tesis Doctoral.

Tabla 1.1. Informacién sobre los compuestos estudiados en el Capitulo 3.

. ] M, . .
Nombre Estructura quimica Numero CAS (g mol) pKa log Ko/w
OH
Hidroxitirosol HO 10597-60-1 154.16 9.72 0.12

HO

OH
Tirosol @J 501-94-0 138.16 10.17 0.85
o

H

2@ Calculado mediante el software Advanced Chemistry Development (ACD/Labs)
V11.02 (©1994-2019 ACD/Labs).

1.2.2. Conservantes

El Reglamento Europeo define los conservantes como “las sustancias cuya
finalidad exclusiva o principal sea inhibir el desarrollo de microorganismos en
el producto cosmético”. Por tanto, su funcién es prevenir la aparicién de
microorganismos que puedan alterar las propiedades y caracteristicas del
producto cosmético antes de la fecha de duracién minima o sin haberse
cumplido el plazo de uso después de la apertura, es decir, el lapso de tiempo
durante el cual el producto cosmético debe ser seguro y seguir cumpliendo
su funcidn inicial [18,19]. Como se ha indicado anteriormente, el Anexo V del
Reglamento Europeo contiene un listado con 57 conservantes actualmente
autorizados para su uso en productos cosméticos, estableciéndose ciertas
restricciones, como la concentracién maxima permitida dependiendo del
tipo de producto y su aplicacion.

En los Capitulos 4 y 5 de la presente Tesis Doctoral se estudian dos
conservantes autorizados incluidos en el Anexo V del Reglamento Europeo,
bronopol y formaldehido, respectivamente, cuya informacién se recoge en la
Tabla 1.2.
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Tabla 1.2. Informacidn sobre los compuestos estudiados en los Capitulos 4y 5.

Nombre Estructura quimica Numero CAS (& ::Ic;l‘l) pKa?  log Koyw?®
Br
Bronopol HO™ ™ o 52517 199.99 1202 115
NO,
0
Formaldehido )L 50-00-0 30.03 1327  0.35
H” H

2@ Calculado mediante el software Advanced Chemistry Development (ACD/Labs)
V11.02 (©1994-2019 ACD/Labs).

El bronopol (2-bromo-2-nitro-1,3-propanodiol) es un conservante muy
empleado en los productos cosméticos por su gran efectividad
antimicrobiana [20,21], especialmente tras la prohibicidon en 2014 de algunos
parabenos por la Comisiéon Europea [22]. Sin embargo, el bronopol puede
descomponerse en medio acuoso, bajo ciertas condiciones, liberando
formaldehido y otras sustancias en sucesivas reacciones de descomposicion
[23-25] (ver Figura 1.1) que pueden reaccionar con aminas secundarias para
formar nitrosaminas, que son una conocida familia de compuestos
prohibidos por su caracter cancerigeno [26]. Por ello, el Reglamento Europeo
establece para el bronopol una concentracién maxima permitida del 0.1 %
en el producto cosmético acabado, y se indica que debe evitarse la formacién
de nitrosaminas, por lo que es necesario llevar a cabo su control analitico en
los productos cosméticos.

OH
Br
medio acuoso ﬁ
— +
OH OH H/C\H
Br 02 N
NG,
bronopol 2-bromo-2-nitroetancl  formaldehido
(2-bromo-2-nitro-1,3-propanodiol) )
medio
lacunso
Br
1l
o co
0N H H
bromonitrometano formaldehido

Figura 1.1. Productos de la descomposicién del bronopol.
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Por otro lado, el formaldehido es un conservante que se ha empleado
tradicionalmente en los productos cosméticos durante muchos afios. Este se
encuentra regulado por el Reglamento Europeo (Anexo V) con una
concentracion maxima autorizada del 0.1 % de formaldehido libre en
productos bucales y del 0.2 % para el resto de productos. Ademas, no esta
permitido su uso en aerosol y todos los productos acabados que contengan
formaldehido o conservantes que liberen formaldehido deberan indicar en
su etiqueta que “contiene formaldehido” siempre que la concentracion de
formaldehido en el producto acabado supere el 0.05 %. Sin embargo, el
formaldehido como tal ya no se utiliza habitualmente en los cosméticos [27],
ya que se ha observado una alta incidencia de dermatitis de contacto
asociada a su uso [28-30]. Por este motivo, los fabricantes prefieren utilizar
otros conservantes, denominados dadores de formaldehido, que acttan
liberando formaldehido lentamente en el producto cosmético por hidrdlisis
(Figura 1.1), como son quaternium-15, imidazolidinil urea, diazolidinil urea,
DMDM hidantoina y bronopol, entre otros, aunque lo cierto es que éstos
también han sido relacionados con dermatitis de contacto [27-30]. En este
sentido, la determinacién de formaldehido libre en productos cosméticos
gue contienen conservantes dadores de formaldehido es necesaria para
garantizar la seguridad de los consumidores y el cumplimiento de la
legislacidn vigente.

Durante los ultimos afos, la industria cosmética estd continuamente
buscando nuevas sustancias que puedan ejercer la funcién conservante de
una manera efectiva y segura. De hecho, ciertos ingredientes con alguna otra
funcidn manifiesta pueden actuar también como conservantes, evitando
adicionar alguno de los conservantes listados en el Anexo V del Reglamento
Europeo, dando lugar a lo que la industria denomina productos cosméticos
“libres de conservantes” o “auto-conservantes”. Estas sustancias se conocen
como conservantes alternativos y hasta el momento no se encuentran
incluidas en el Anexo V del Reglamento Europeo y, por tanto, su uso no esta
regulado [31-33].

En el Capitulo 6 de la presente Tesis Doctoral se estudia un conservante
alternativo, la  hidroxietoxifenil butanona (HEPB, del inglés
hydroxyethoxyphenyl butanone), cuya informacidn mds relevante se muestra
enla Tabla 1.3. Segun el mencionado Inventario de Ingredientes Cosméticos,
la HEPB se emplea como acondicionador de la piel y recientemente se ha
anadido su funcidon como conservante. En efecto, en base a las conclusiones

16



Capitulo 1

de un informe emitido por el CCSC en 2017 [34], la HEPB podria emplearse
como conservante en productos cosméticos en concentraciones inferiores al
0.7 %, debido a su posible toxicidad por exposicion repetida o prolongada
[34]. En consecuencia, es de esperar que proximamente se incluya en el
Anexo V del Reglamento Europeo, con el objetivo de restringir su
concentracion mdaxima autorizada.

Tabla 1.3. Informacion sobre el compuesto estudiado en el Capitulo 6.

M,
Nombre 2 Estructura quimica Ndmero CAS Ki®  log Kojw®
q (g mol?) PKa 8 Ko/w
o}
0.
HEPB ~ 569646-79-3 208.25 10.19 1.68

OH

@HEPB: Hidroxietoxifenil butanona.
b Calculado mediante el software Advanced Chemistry Development (ACD/Labs)
V11.02 (©1994-2019 ACD/Labs).

En el Capitulo 7 de la presente Tesis Doctoral se estudian una serie de
conservantes alternativos recogidos en el Inventario de Ingredientes
Cosméticos, cuya informacidn mas relevante se muestra en la Tabla 1.4. Asi,
el alcohol fenetilico (2-feniletanol, PA, del inglés phenethyl alcohol) se utiliza
como enmascarante; el metilpropanodiol (2-metil-1,3-propanodiol, MP, del
inglés methylpropanediol), como disolvente; el fenilpropanol (3-
fenilpropanol, PP, del inglés phenylpropanol), como enmascarante,
perfumante y disolvente; el caprilil glicol (1,2-octanodiol, CG, del inglés
caprylyl glycol), como emoliente, acondicionador capilar, humectante y
acondicionador de la piel; y la etilhexilglicerina (3-[(2-etilhexil)oxi]-1,2-
propanodiol, EG, del inglés ethylhexylglycerin), como desodorante y
acondicionador de la piel. Sin embargo, todos ellos presentan una
importante actividad antimicrobiana [35-44] y su uso como conservantes en
la industria cosmética estd muy extendido, siendo objeto de varias patentes
[37,45-48]. A pesar de ello, estos compuestos todavia no se encuentran
regulados por el Reglamento Europeo.
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Tabla 1.4. Informacidn sobre los compuestos estudiados en el Capitulo 7.
M;

Nombre 2 Estructura quimica Ndmero CAS K.®  log Kow®
q (g mol_l) p a g o/w
OH
PA ©/\/ 60-12-8 122.16 15.17 1.50
MP HO/\S\OH 2163-42-0 90.12 14.51 -0.74
3
OH
PP ©/\/\ 122-97-4 136.19 15.04 1.78
G HC™ ™" TOH 1117868 14623 1460 154

OH

EG Ho/\OI:\O/;r\/\ 70445-33-9 20431 1367 247

2 PA: alcohol fenetilico; MP: metilpropanodiol; PP: fenilpropanol; CG: caprilil glicol; EG:
etilhexilglicerina.

b Calculado mediante el software Advanced Chemistry Development (ACD/Labs) V11.02
(©1994-2019 ACD/Labs).

1.2.3. Sustancias prohibidas

Las sustancias prohibidas son aquellas que no pueden contener los productos
cosméticos y, como se ha indicado anteriormente, se encuentran recogidas
en el Anexo Il del Reglamento Europeo, que incluye actualmente 1379
entradas. Sin embargo, tal como se establece en el Articulo 17 de dicho
reglamento, se permite la presencia fortuita de pequefias cantidades (trazas)
de una sustancia prohibida, procedente de impurezas de ingredientes
naturales o sintéticos, del proceso de fabricacién, del almacenamiento o de
la migracidon desde el embalaje, que sea técnicamente inevitable en las
buenas practicas de fabricacién, siempre y cuando el producto cosmético
resultante sea seguro en las condiciones normales de uso.

En el Capitulo 8 de la presente Tesis Doctoral se estudian algunas de estas
sustancias: bisfenol A (BPA, del inglés bisphenol A), octilfenol (OP, del inglés
octylphenol), t-octilfenol (t-OP) y nonilfenol (NP, del inglés nonylphenol),
cuya informacidn mds relevante se muestra en la Tabla 1.5. Estos
compuestos son conocidos por presentar actividad como disruptores
endocrinos. En este sentido, el BPA es responsable de toxicidad aguda y
cronica [49,50] debido a sus propiedades estrogénicas [51-54]. Ademas,
también se ha relacionado con hipertension y otras enfermedades
cardiovasculares, asma e insomnio [55-57]. Del mismo modo, también se ha
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descrito la actividad como disruptores endocrinos estrogénicos de t-OP, OP
y NP [58-60]. En cuanto a la manera en la que estas sustancias pueden llegar
a los productos cosméticos, el BPA se utiliza habitualmente como intermedio
en la fabricacidon industrial de diferentes tipos de plasticos, resinas vy
polimeros, por lo que puede ser liberado a los productos cosméticos y otros
productos de consumo mediante migracion desde los envases [61-64]. Por
otro lado, los alquilfenoles (como OP, t-OP y NP) pueden producirse y
liberarse como productos de degradacién de los etoxilatos de alquilfenol
[65,66], también conocidos como alquilfenoles etoxilados, empleados como
surfactantes no idnicos en una gran variedad de aplicaciones. Por este
motivo, estos compuestos se encuentran muy extendidos en el medio
ambiente [67-69]. Consecuentemente, BPA y NP estan incluidos en el Anexo
Il del Reglamento Europeo. Sin embargo, aunque sus efectos sobre la salud
humana son igualmente perjudiciales, OP y t-OP todavia no estan prohibidos
en los productos cosméticos, aunque podrian ser incluidos en dicho listado
proximamente.

Tabla 1.5. Informacién sobre los compuestos estudiados en el Capitulo 8.

M
Nombre Estructura quimica Numero CAS (& m(;|'1) pKa?  log Kojw?

Bisfenol A 80-05-7 22829 1029  3.64
HO OH

t-Octilfenol @Xk 140-66-9  206.32 10.15 5.18
HO

Octilfenol /QAW 1806-26-4  206.32 10.15 5.63
HO

Nonilfenol OANVV 104-40-5 22035 10.15 6.14
HO

2 Calculado mediante el software Advanced Chemistry Development (ACD/Labs) V11.02
(©1994-2019 ACD/Labs).

Finalmente, en los Capitulos 9 y 10 de la presente Tesis Doctoral, se estudia
otra familia de sustancias prohibidas, las nitrosaminas, conocidas por sus
efectos cancerigenos, mutagénicos y teratogénicos [70,71]. La presencia de
nitrosaminas en los productos cosméticos se prohibié en 1992 [72], aunque
diversos estudios llevados a cabo entre 1977 y la actualidad han puesto de
manifiesto que su presencia a nivel de trazas en los cosméticos es un
problema persistente [73-76]. Cabe destacar que estas sustancias prohibidas
no se afiaden intencionadamente al producto cosmético, sino que pueden
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formarse facilmente por la reaccidn entre una amina secundaria [77] y un
agente nitrosante, como nitrito u dxidos de nitrégeno [71,78] (Figura 1.2).

[O“N‘*OI
nitrito
medio
/N””“““ acido R\1 //O
R H + [N=0]f ———— N—N
R? R
. . 2
t
amina secundaria nitrosonio N-nitrosamina

Figura 1.2. Formacidn de nitrosaminas a partir de aminas secundarias.

Ademads, como se ha mencionado anteriormente, algunos conservantes que
contienen grupos funcionales nitro en sus estructuras (como el bronopol)
pueden también reaccionar con aminas para formar nitrosaminas [26,78].
Por este motivo, el CCSC evalud el riesgo para la salud asociado a la presencia
de nitrosaminas en los cosméticos y concluyé que deberia establecerse un
limite de 50 pg kg™ para las nitrosaminas presentes en las materias primas,
asi como para las que potencialmente pudieran formarse en el producto
cosmético acabado [26,70]. En este sentido, la industria cosmética debe
controlar las impurezas de las materias primas empleadas y evitar cualquier
incompatibilidad entre ingredientes que pudiera conducir a la formacidon de
nitrosaminas para garantizar la seguridad de los consumidores, teniendo en
cuenta que la mayor parte de los productos cosméticos se utilizan
frecuentemente, algunos de ellos diariamente e incluso varias veces al dia
[79]. El listado de nitrosaminas estudiadas en la presente Tesis Doctoral,
junto con su informacidon mas relevante, se muestra en la Tabla 1.6.

Tabla 1.6. Informacidn sobre los compuestos estudiados en los Capitulos 9y 10.
M

Nombre?  Estructura quimica  Numero CAS Ka®  log Kow®
q (g mol‘l) PRa 8 Ko/w
/\/\N/\/\
NDBA \ 924-16-3 158.24 -3.14 2.56
NO
SN
NDEA | 55-18-5 102.14 -3.14 0.52

NO

(continda)
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Tabla 1.6. (continuacion).

Capitulo 1

M.

Nombre 2 Estructura quimica NdGmero CAS K.®  log Kow?®
q (gmol_l) p a g o/w
r|\|o
NDELA 1116-54-7 134.13 13.76 -1.33
OH/\/N\/\OH
\N/
NDMA | 62-75-9 74.08 -3.63 -0.50
NO
NO
NDPA L 621-64-7 130.19 -3.18 1.54
NN
TO
NDPhA @/N\Q 86-30-6 19822 -5.83  3.13
TO
NMEA CHa/N\/ 10595-95-6 88.11 -3.39 0.01
N/NO
NMOR O 59-89-2 116.12 -5.72 -0.59
0.
N/NO
NPIP O 100-75-4 114.15 -3.18 0.44
P‘\IO
NPYR :N: 930-55-2 100.12 -3.14 -0.09
@ NDBA: N-nitrosodibutilamina; NDEA: N-nitrosodietilamina; NDELA: N-

nitrosodietanolamina; NDMA: N-nitrosodimetilamina; NDPA: N-nitrosodipropilamina;

NDPhA:

N-nitrosodifenilamina;

NMEA:

N-nitrosoetilmetilamina;

nitrosomorfolina; NPIP: N-nitrosopiperidina; NPYR: N-nitrosopirrolidina.
b Calculado mediante el software Advanced Chemistry Development (ACD/Labs)
V11.02 (©1994-2019 ACD/Labs).

1.3. ANALISIS DE LOS PRODUCTOS COSMETICOS

Considerando

métodos analiticos que permitan:

las sustancias prohibidas o

NMOR: N-

restringidas que figuran
actualmente en el Reglamento Europeo (Anexos Il a VI) resulta un total de
mas de 1900 sustancias diferentes. Por ello, es necesario disponer de

— Detectar la posible presencia de sustancias prohibidas (Anexo Il) y, en su
caso, determinar su contenido en el producto cosmético.
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— Determinar el contenido de sustancias permitidas con concentracion
maxima restringida (Anexos Il a VI) para verificar que no superan los
limites establecidos.

— Determinar el contenido de ingredientes cosméticos no regulados, de
forma que el producto fabricado se corresponda con la formulacion
inicialmente disefiada, con el fin de asegurar la calidad y la eficacia
esperada de su uso.

A pesar del elevado numero de sustancias que deberian ser controladas
analiticamente con estos fines, el nimero de métodos analiticos disponibles
es insuficiente. Por este motivo, las industrias cosméticas se encuentran muy
a menudo con dificultades a la hora de encontrar y seleccionar los métodos
analiticos necesarios para llevar a cabo el control de calidad de los productos
que fabrican, teniendo en cuenta el tipo de andlisis a realizar y la
instrumentacién analitica disponible en cada caso. Del mismo modo, las
autoridades sanitarias y los laboratorios encargados de realizar los controles
de mercado necesitan disponer de métodos analiticos para llevar a cabo su
labor, detectando errores, contaminaciones o posibles fraudes.

1.3.1. Caracteristicas deseables de un método analitico para el analisis de
productos cosméticos

Los productos cosméticos se presentan en una gran variedad de
formulaciones diferentes, por lo que es necesario que los métodos analiticos
sean adecuados para el tipo de producto e ingredientes que se requieran
controlar. En este sentido, un método analitico validado debe presentar las
denominadas propiedades analiticas supremas [80]:

— Exactitud: Concordancia entre el valor promedio obtenido del analisis y
el valor que se considera verdadero o de referencia.

— Representatividad: Capacidad de los resultados analiticos para
satisfacer las necesidades informativas sobre las propiedades de una
muestra o un conjunto de ellas.

También debe cumplir con las denominadas propiedades analiticas bdsicas:

— Repetibilidad o precisién: Concordancia entre los resultados obtenidos
en una serie de repeticiones del andlisis.

— Sensibilidad: Capacidad para discriminar concentraciones semejantes
de analito y poder detectar o determinar pequefias concentraciones de

22



Capitulo 1

analito en la muestra, lo que pone de manifiesto la capacidad del
método analitico para obtener resultados en el intervalo de
concentracién requerido de acuerdo a los limites establecidos.

— Selectividad: Ausencia de errores en los resultados obtenidos por la
presencia de posibles interferentes en las condiciones del analisis.

— Robustez: Resistencia al cambio en la respuesta analitica cuando se
varian ligeramente las condiciones experimentales en las que se
desarrolla el analisis.

Ademas, debido a que el control analitico de los productos cosméticos
requiere el andlisis periddico de un elevado numero de muestras, los
métodos deben presentar una serie de propiedades analiticas
complementarias. Principalmente:

— Viabilidad: Coste asumible y disponibilidad de la instrumentacidon
analitica necesaria.

— Rapidez: Tiempos cortos en la preparacion de las muestras y la
obtencién de los resultados, con minima manipulacidon por parte del
operador.

— Inocuidad: Ausencia de riesgo tanto para el operador como para el
medio ambiente, con minima manipulacién de reactivos téxicos y
generacion de residuos, en el marco de la denominada Quimica
Analitica Ecoldgica [81,82].

— Responsabilidad social: transparencia, comportamiento ético,
sostenibilidad y reflexion sobre el impacto de las actividades analiticas y
sus resultados sobre la calidad de vida de los ciudadanos y el medio
ambiente [83-85].

1.3.2. Métodos analiticos de referencia

El Reglamento Europeo establece que “para que las restricciones relativas a
las sustancias se apliquen y controlen uniformemente, conviene que el
muestreo y el andlisis se efectuen de modo reproducible y normalizado”. A
este respecto se indica que “se presumird que existe fiabilidad y
reproducibilidad cuando el método usado se ajuste a las normas armonizadas
pertinentes”. En este sentido, una norma armonizada, tal como se recoge en
el Reglamento Europeo, es una “norma adoptada por uno de los organismos
europeos de normalizacién enumerados en el anexo | de la Directiva 98/34/CE
del Parlamento Europeo y del Consejo, de 22 de junio de 1998, por la que se
establece un procedimiento de informacion en materia de las normas y
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reglamentaciones técnicas y de las reglas relativas a los servicios de la
sociedad de la informacidn, sobre la base de una solicitud presentada por la
Comision, de conformidad con el articulo 6 de dicha Directiva” y “cuyas
referencias hayan sido publicadas en el Diario Oficial de la Union Europea”.

Por tanto, se consideran normas armonizadas:

— las normas adoptadas por los organismos que figuran en el citado anexo
| de la Directiva 98/34/CE [86], y

— cuyas referencias hayan sido publicadas en el Diario Oficial de la Union
Europea.

Sin embargo, es interesante destacar que no existe actualmente ningln
método analitico en materia de productos cosméticos que reina ambos
requisitos para poder considerarse como norma armonizada.

Cabe indicar que el principal organismo normalizador que se reconoce
oficialmente en dicha Directiva 98/34/CE es el Comité Europeo de
Normalizaciéon (CEN) [87], encargado de la estandarizacién en todos los
campos a excepcion del electrotécnico (CENELEC) y las telecomunicaciones
(ETSI). Por tanto, la labor del CEN es estudiar y aprobar, en caso favorable,
métodos analiticos para su posterior publicacién como normas armonizadas.
El CEN estd formado por representantes de cada uno de los Estados
miembros de la Unidn Europea, que son los correspondientes organismos
nacionales de normalizacion. En el caso de Espana, actua como
representante la Asociacion Espafiola de Normalizacion (UNE) [88] y es
responsabilidad de los organismos nacionales de normalizacién implementar
las normas europeas como normas nacionales.

Las normas elaboradas por CEN se denominan “normas EN” y se llevan a cabo
en el seno de los Comités Técnicos (TC, del inglés Technical Committees) de
CEN. El comité técnico europeo CEN/TC 392 Cosmetics consta de varios
Grupos de Trabajo (WG, del inglés Working Groups), siendo el CEN/TC
392/WG 1 Analytical Methods el encargado del estudio y aprobacién de los
métodos analiticos para productos cosméticos. Hasta la fecha, este grupo de
trabajo ha elaborado seis normas EN, que se enumeran en la Tabla 1.7.
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Tabla 1.7. Normas EN elaboradas por CEN/TC 392/WG 1 [87].

EN 16342:2013 Quantitative determination of zinc pyrithione, piroctone
olamine and climbazole in surfactant containing cosmetic anti-
dandruff products.

EN 16343:2013  Determination of 3-iodo-2-propynyl butylcarbamate (IPBC) in
cosmetic preparations, LC-MS methods.

EN 16344:2013  Screening for UV-filters in cosmetic products and quantitative
determination of 10 UV-filters by HPLC.

EN 16521:2014 GC/MS method for the identification and assay of 12
phthalates in cosmetic samples ready for analytical injection.

EN 16956:2017 HPLC/UV method for the identification and assay of
hydroquinone, ethers of hydroquinone and corticosteroids in
skin whitening cosmetic products.

EN 17156:2018 LC/UV method for the identification and quantitative
determination in cosmetic products of the 22 organic UV
filters in use in the EU.

También relacionado con el analisis de productos cosméticos, el comité
técnico europeo CEN/TC 347 Methods for analysis of allergens elaboré una
norma para la determinacion de alérgenos (Tabla 1.8).

Tabla 1.8. Norma EN elaborada por CEN/TC 347 sobre productos cosméticos [87].

EN 16274:2012  Quantification of suspected fragrance allergens in consumer
products. Step 1: GC analysis of ready-to-inject sample.

Por otro lado, la red europea de Laboratorios Oficiales de Control de
Cosméticos (OCCLs, del inglés Official Cosmetics Control Laboratories), que
colabora con la Direccion Europea de Calidad del Medicamento y la
Asistencia Sanitaria (EDQM, del inglés European Directorate for the Quality
of Medicines and HealthCare) [89], también ha elaborado dos normas con
métodos de analisis para el control de productos cosméticos (Tabla 1.9).

25



Introduccion

Tabla 1.9. Normas elaboradas por EDQM-OCCLs [89].

—  High performance liquid chromatography method for the determination
of free formaldehyde in cosmetic products using 2,4-DNPH for
derivatisation.

— High performance liquid chromatography method for the determination
of hydrogen peroxide present in or released by tooth whitening or
bleaching products.

Ademas de la normalizacidon europea, la estandarizacion internacional se
lleva a cabo por la Organizacion Internacional de Normalizacién (ISO, del
inglés International Organization for Standardization) [90]. Las normas
elaboradas por ISO se denominan “normas ISO”, siendo el comité técnico
internacional ISO/TC 217 Cosmetics, y mas concretamente su grupo de
trabajo ISO/TC 217/WG 3 Analytical Methods, el encargado del estudio y
aprobacién de los métodos analiticos para productos cosméticos. Hasta la
fecha, este comité técnico ha elaborado cinco normas ISO, que se enumeran
en la Tabla 1.10.

Tabla 1.10. Normas I1SO elaboradas por ISO/TC 217 [90].

1SO 10130:2009 Nitrosamines: Detection and determination of N-
nitrosodiethanolamine (NDELA) in cosmetics by HPLC,
post-column photolysis and derivatization.

ISO/TR 14735:2013 Nitrosamines: Technical guidance document for
minimizing and determining N-nitrosamines in cosmetics.

I1SO 15819:2014 Nitrosamines: Detection and determination of N-
nitrosodiethanolamine (NDELA) in cosmetics by HPLC-MS-
MS.

ISO/TR 17276:2014 Analytical approach for screening and quantification
methods for heavy metals in cosmetics.

ISO/TR 18818:2017 Detection and  quantitative  determination of
Diethanolamine (DEA) by GC/MS.

Finalmente, las normas elaboradas por UNE se denominan “normas UNE”
(que también es acrénimo de “Una Norma Espafiola”) y se llevan a cabo por
los Comités Técnicos de Normalizacion (CTN) de UNE. Las normas relativas a
los productos cosméticos son responsabilidad del comité técnico CTN 84
Aceites esenciales y productos cosméticos, que consta de dos subcomités: SC
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1 Aceites esenciales y SC 2 Productos cosméticos. El subcomité CTN 84/5C 2
se compone de varios Grupos de Trabajo (GT), siendo el grupo de trabajo GT
14 Métodos Analiticos el encargado de la propuesta, estudio y aprobacion de
los métodos analiticos en materia de productos cosméticos. Este comité esta
vinculado a los comités técnicos internacionales CEN/TC 392 e ISO/TC 217,
con objeto de adoptar e implementar las normas europeas e internacionales
sobre cosméticos al &mbito nacional. El comité técnico espafiol CTN 84/5C 2
Productos cosméticos cuenta con otras normas publicadas sobre métodos
analiticos, aunque en su gran mayoria hacen referencia a materias primas y
muy pocas a productos cosméticos acabados.

En relacion a la adopcién de métodos analiticos como normas armonizadas
para el andlisis de cosméticos, existe un documento elaborado
conjuntamente por la red de OCCLs, CEN y el Institute for Reference Materials
and Measurements del Joint Research Center (IRMM-JRC) [91] que recoge
una serie de pautas para seleccionar y validar métodos analiticos para el
analisis de cosméticos y recomendaciones sobre las etapas a seguir para su
normalizacién, en caso favorable. Cabe destacar que una parte importante
de la validacién consiste en llevar a cabo ensayos inter-laboratorio entre
laboratorios de diferentes estados miembros, para garantizar la aplicabilidad
del método para los ingredientes y muestras objeto de estudio.

Con anterioridad a la publicacion y entrada en vigor del actual Reglamento
Europeo se contaba con una serie de métodos de andlisis “oficiales”
correspondientes a siete Directivas publicadas por la Comisidn Europea entre
1980 y 1996. Estos métodos se encuentran recopilados en la publicacién
denominada “Cosmetics legislation. Cosmetic products. Methods of analysis”
[92]. Actualmente no se emplea la palabra “oficiales” para referirse a ellos,
ya que deberian someterse a revision y aprobacidn para poder recibir la
denominacién actual de normas armonizadas. Ademas, una gran parte de
estos métodos se encuentran obsoletos desde el punto de vista analitico,
tanto por la preparacién de las muestras como por las técnicas analiticas
empleadas. En la Tabla 1.11 se muestra un resumen de los analitos y
muestras a los que se refieren los métodos de dichas Directivas.
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Tabla 1.11. Compuestos objeto de estudio en los métodos publicados en las Directivas
recopiladas en “Cosmetics legislation. Cosmetic products. Methods of analysis” [92].

80/1335/CEE

Hidréxidos de sodio y potasio libres en preparados para el

alisado del cabello y en disolvente de la cuticula de las uias.

— Acido oxalico y sus sales alcalinas en productos para el
cuidado del cabello.

— Cloroformo en pastas dentifricas.

— Zinc en forma de cloruro, sulfato o) 4-
hidroxibencenosulfonato.

— Acido 4-hidroxibencenosulfénico en aerosoles y lociones

faciales.
82/434/CEE - Identificacién de agentes oxidantes y determinacién de
peréxido de hidrégeno en productos capilares.

— Colorantes de oxidacidn en tintes capilares: fenilendiaminas,
metilfenilendiaminas, diaminofenoles, hidroquinona, ao-
naftol, pirogalol, resorcinol.

— Nitrito en cremas y pastas.

— Formaldehido libre.

— Resorcinol en champus y lociones capilares.

— Metanol.

83/514/CEE — Diclorometanoy 1,1,1-tricloroetano.

— 8-Hidroxiquinoleina y su sulfato.

— Amoniaco libre.

— Nitrometano en aerosoles.

— Acido tioglicélico en productos para el rizado, alisado capilar
y depilatorios.

— Hexaclorofeno.

— Tosilcloramida sédica (cloramina T).

— Fluoruro total en pastas dentifricas.

— Compuestos organomercuricos (tiomersal, fenilmercurio y sus
sales) en productos para los ojos.

— Sulfuros de alcalinos y alcalinotérreos.

85/490/CEE ~ — 1-(4-aminobenzoato) de glicerol.

— Clorobutanol en productos cosméticos, excepto aerosoles.

— Quinina en champus y lociones capilares.

— Sulfitos y bisulfitos inorganicos en productos de base acuosa
o alcohdlica.

— Cloratos de alcalinos en pastas dentifricas y otros productos.

— Yodato de sodio en productos que se aclaran.

(continua)
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Tabla 1.11. (continuacion).

93/73/CEE — Nitrato de plata en productos de base acuosa.
— Sulfuro de selenio en champus anticaspa.
— Bario y estroncio solubles en forma de sales o lacas en
pigmentos.
— Alcohol bencilico.
— Zirconio, aluminio y cloro en antiperspirantes sin aerosol.
— Hexamidina, dibromohexamidina, dibromopropamidina y
clorohexidina.
95/32/CE — Acido benzoico, acido 4-hidroxibenzoico, acido sérbico, acido
salicilico y acido propanoico.
— Hidroquinona y sus éteres monometilico, monoetilico y
monobencilico en productos para aclarar la piel.
96/45/CE — 2-Fenoxietanol, 1-fenoxipropan-2-ol, 4-hidroxibenzoato de

metilo, etilo, propilo, butilo y bencilo (parabenos).

Como resumen, cabe destacar que el nimero de normas EN y normas ISO
disponibles para el andlisis de los productos cosméticos es claramente
insuficiente para cubrir las expectativas del actual Reglamento Europeo.
Ademas, no existe actualmente ningiin método analitico validado y adoptado
como norma armonizada. Aunque las normas EN han sido adoptadas por un
organismo europeo de normalizacién oficialmente reconocido (CEN), sus
referencias no se encuentran publicadas en el Diario Oficial de la Unidn
Europea. Por otro lado, los métodos recogidos en las anteriores Directivas si
fueron publicados en el Diario Oficial de la Unién Europea, pero no han sido
adoptados por CEN y aunque abarcan una mayor variedad de analitos y
muestras, necesitan en su mayoria ser actualizados y modernizados desde el
punto de vista analitico.

1.3.3. Métodos en la bibliografia analitica

Debido a la escasez de normas, armonizadas o no, las industrias cosméticas
tienen la necesidad de adoptar métodos publicados en la bibliografia
analitica para poder llevar a cabo el control de calidad de los productos que
fabrican. En este sentido, en la bibliografia analitica existe un gran numero
de trabajos con metodologias y protocolos validados para el control analitico
de los productos cosméticos, por lo que resulta necesario seleccionar en cada
caso el método mas adecuado teniendo en cuenta: el ingrediente a controlar,
el tipo de muestra (matriz) y el nivel de concentracidn esperado. Una vez que
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se ha seleccionado el método mds adecuado y se ha adaptado a las
condiciones particulares del laboratorio (instrumentacién analitica
disponible) se debe llevar a cabo una etapa de validacién adicional previa a
su uso como método de rutina para verificar que los resultados del
procedimiento escogido cumplen con las expectativas del estudio [93] y que
el método proporciona resultados segun las caracteristicas descritas en la
anterior Seccion 1.3.1.

Los principales métodos analiticos disponibles para el analisis de los
productos cosméticos se encuentran recopilados en las dos ediciones del
libro multiautor “Analysis of cosmetic products” [94,95], editado por la Prof.
Amparo Salvador y el Prof. Alberto Chisvert, directores de la presente Tesis
Doctoral. En ellos, se revisan con detalle los métodos disponibles ordenados
en capitulos segun la funcion de los ingredientes objeto de estudio: filtros
ultravioleta, ingredientes para el bronceado y blanqueantes, colorantes,
tintes capilares, conservantes, perfumes, surfactantes, etc. Ademas, se
incluyen consideraciones sobre la legislacién en materia de productos
cosméticos, nanomateriales, ingredientes ecoldgicos y principales
contaminantes.

A continuacién, se describen de forma breve los principales antecedentes
bibliograficos sobre la determinacién de los compuestos de interés
considerados en la presente Tesis Doctoral.

1.3.4. Antecedentes bibliograficos sobre la determinacidn de las sustancias
objeto de estudio en la presente Tesis Doctoral

Respecto a las sustancias objeto de estudio de la presente Tesis Doctoral, en
el Capitulo 3 se estudian dos ingredientes activos con actividad antioxidante
procedentes de extractos naturales del olivo, el hidroxitirosol y el tirosol. En
la bibliografia analitica existen diversos métodos publicados para la
caracterizaciéon de compuestos fendlicos en hojas de olivo [96], aceite de
oliva [97,98], extractos de olivas [99] y alperujo [100,101]. La mayoria de
estos métodos proporcionan informacién cualitativa o semi-cuantitativa, por
lo que no resultan apropiados para el control rutinario. Por otra parte, se han
publicado un numero considerable de métodos para la determinacién de
hidroxitirosol y tirosol en muestras relacionadas con el olivo, como en ramas
y raices [102], olivas [103] y pulpa de oliva [104], extractos [105] y, sobre
todo, en aceite de oliva por cromatografia de liquidos (LC, del inglés liquid
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chromatography)  [106-109], electroforesis capilar [110-113] vy
voltamperometria [114]. Sin embargo, no existe ningin método publicado
para la determinacién de estos compuestos en muestras cosméticas,
constituyendo el método desarrollado en la presente Tesis Doctoral la
primera publicacién al respecto.

En relaciéon a los conservantes, aunque el Reglamento Europeo requiere un
control analitico continuo de los productos cosméticos para garantizar el
cumplimiento de las restricciones establecidas en el Anexo V, no existen
métodos de referencia para la determinacién de la gran mayoria de ellos, ya
gue Unicamente existen dos normas EN [115,116] (y su correspondiente
adaptacion nacional) y siete métodos en las mencionadas Directivas para el
anadlisis de conservantes [117-121], que no cubren la totalidad de los
compuestos listados en el Anexo V.

De entre ellas, y pese a las restricciones establecidas por el Reglamento
Europeo, no existe ningin método normalizado para controlar la
concentracién de bronopol en los productos cosméticos, cuya concentracién
maxima autorizada se encuentra restringida al 0.1 % en el producto acabado
independientemente de su naturaleza y funcién. Por otro lado, en la
bibliografia analitica pueden encontrarse propuestas interesantes para su
determinacidn en cosméticos. Estos métodos se basan principalmente en LC
con deteccién mediante espectrofotometria ultravioleta-visible (UV/Vis)
[122-125], electroquimica [126,127] o de espectrometria de masas (MS, del
inglés mass spectrometry) [128,129]. Sin embargo, algunos de estos métodos
requieren emplear volumenes significativos de disolventes organicos (de
hasta 50 mL de metanol por muestra) y/o largos tiempos en el analisis o en
el pretratamiento de las muestras cosméticas. Para evitar estos
inconvenientes, en el Capitulo 4 de la presente Tesis Doctoral se propone una
semi-microextraccion con formacion de emulsidon asistida por vértice
(VAEsSME, del inglés vortex-assisted emulsification semimicroextraction), que
se explicara con detalle en el Capitulo 2, seguida de LC-UV/Vis para el control
analitico de bronopol.

Otro conservante de interés, regulado por el Reglamento Europeo, que se
estudia en la presente Tesis Doctoral es el formaldehido, cuya concentracidn
maxima autorizada se encuentra restringida al 0.1 % en productos bucales y
0.2 % en el resto de productos. Como se ha indicado anteriormente, en la
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Directiva 82/434/CEE [117] se describe un método analitico para la
determinacion de formaldehido libre en presencia de conservantes dadores
de formaldehido, basado en diferentes tratamientos dependiendo la
naturaleza de la muestra cosmética. En el caso de matrices lipofilicas (como
cremas) se propone una extraccion liquido-liquido (LLE, del inglés liquid-
liquid extraction) convencional con diclorometano y una disolucién acuosa
de acido clorhidrico para eliminar parte de la matriz de la muestra. Después,
el extracto acuoso que contiene el formaldehido se somete a una extraccion
en fase sélida (SPE, del inglés solid-phase extraction). En el caso de muestras
con matrices hidrofilicas (como geles o lociones) se lleva a cabo la SPE
directamente y los extractos obtenidos en ambos casos se analizan mediante
LC-UV/Vis. Debido a la baja absorcion UV/Vis del formaldehido se propone
su derivatizaciéon post-columna con pentano-2,4-diona en medio acetato
amonico para formar la 3,5-diacetil-1,4-dihidrolutidina, de acuerdo a la
reaccion de Hantzsch [130] (ver Figura 1.3).

o] o]
[0} o} o]
HaC CH
HiC CH3 H H HaC ITI CHa
H

Figura 1.3. Esquema de la reaccién de Hantzsch.

Este método analitico requiere el consumo de un volumen elevado de
disolventes organoclorados (diclorometano) y el tratamiento de la muestra
mediante SPE se centra en la eliminacién de interferentes y no en la
preconcentracion del analito. Por este motivo, resulta interesante el
desarrollo de nuevos métodos que mejoren las caracteristicas analiticas del
anterior empleando técnicas de microextraccion. Sin embargo, pese al gran
impacto que estas técnicas estan teniendo actualmente [131-133], son pocos
los métodos publicados en la bibliografia analitica para la determinacién de
formaldehido en cosméticos empleando técnicas de microextraccién, como
la microextraccion en fase sélida de espacio de cabeza (HS-SPME, del inglés
headspace solid-phase microextraction) y posterior cromatografia de gases
(GC, del inglés gas chromatography) propuesta por Rivero y Topiwala
[134,135], microextraccion en fase sélida (SPME, del inglés solid-phase
microextraction) con derivatizacion en fibra seguida de GC propuesta por
Martos y Pawliszyn [136] y microextraccion con formacién de emulsion
asistida por ultrasonidos (USAEME, del inglés ultrasound-assisted
emulsification microextraction) seguida de micro-espectrofotometria UV/Vis
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propuesta por Lavilla et al. [137]. En el Capitulo 5 de la presente Tesis
Doctoral se desarrolla un nuevo método analitico que mejora las
caracteristicas analiticas del método de la Directiva 82/434/CEE, empleando
una técnica de microextraccidn, la microextraccion liquido-liquido dispersiva
en fase reversa (RP-DLLME, del inglés reversed-phase dispersive liquid-liquid
microextraction), que se explicara en el préximo Capitulo 2. Posteriormente
al trabajo desarrollado en la Tesis Doctoral se han publicado otros métodos
analiticos para llevar a cabo esta determinacion [138,139].

Respecto a la determinacién de conservantes alternativos, cabe resaltar que
no existen antecedentes para el control analitico de la HEPB, estudiada en el
Capitulo 6 de la presente Tesis Doctoral, en ningun tipo de muestra, incluidos
los productos cosméticos, por lo que el método desarrollado es el primero
disponible para su determinacién.

En cuanto a los cinco conservantes alternativos estudiados en el Capitulo 7,
también son escasos los métodos publicados para su determinacion. Tan sélo
existen en la bibliografia analitica algunos trabajos para la determinacién del
alcohol fenetilico en bebidas alcohdlicas, como vino [140-142], cerveza
[143,144] y licores [145]; y recientemente se ha publicado un método para
la determinacién de etilhexilglicerina en productos farmacéuticos [146]. En
cuanto a las técnicas analiticas empleadas, destaca la GC con detector de
ionizacién en llama (FID, del inglés flame ionization detector) [140,144-146]
y MS [141,142], y en menor medida LC-UV/Vis [143]. Por tanto, no existen
antecedentes bibliograficos sobre la determinacion de estos compuestos en
productos cosméticos, siendo el trabajo desarrollado en la Tesis Doctoral el
primero en abordarla.

En relacion al andlisis de los disruptores endocrinos (BPA y 4-alquilfenoles)
estudiados en el Capitulo 8 de la presente Tesis Doctoral, no existe ninguna
norma para su determinacién en cosméticos. En la bibliografia analitica se
pueden encontrar diversos métodos publicados para su determinacién en
diferentes tipos de muestras, principalmente en muestras bioldgicas [147-
150] y medioambientales [150-153]. En cuanto al analisis en los productos
cosméticos, el BPA es el compuesto mas estudiado y existen varios trabajos
publicados para su determinacion. Principalmente, el método basado en LLE
y SPE seguido de LC con deteccién de fluorescencia (FLD, del inglés
fluorescence detection) propuesto por Zhu et al. [154]; la determinacion de
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BPA vy otros bisfenoles mediante extraccidn por sorcidén sobre barra agitadora
(SBSE, del inglés stir bar sorptive extraction) seguida de GC-MS propuesta por
Cacho et al. [155]; y, mas recientemente, la determinacién mediante SPE
seguida de LC-MS propuesta por Shaaban et al. [156]. Por otro lado, se ha
publicado un método para la determinacion de NP mediante SBSE seguida
de LC-UV/Vis propuesto por Chang et al. [157]. Ademas, existen otros
trabajos publicados para el estudio de disruptores endocrinos en cosméticos,
incluyendo bisfenoles y alquilfenoles [158,159]. La mayoria de estos métodos
requieren etapas complejas de preparacién de muestras, con uno o mas
procedimientos de (micro)extraccién, por lo que en el método desarrollado
en la presente Tesis Doctoral se ha prestado especial atencién a la sencillez
y rapidez en cuanto a la preparacion de las muestras y su posterior andlisis
cromatografico.

Finalmente, respecto a la determinacién de nitrosaminas en cosméticos, las
normas internacionales /SO 10130:2009 [160] e ISO 15819:2014 [161] tratan
sobre la determinacidn de N-nitrosodietanolamina (NDELA) en los productos
cosméticos, mediante LC con deteccidén UV/Visy de espectrometria de masas
en tandem (MS/MS), respectivamente. Esto se debe a que la NDELA es la
nitrosamina que mas frecuentemente se detecta en las muestras cosméticas
[70,77]. Sin embargo, no existen métodos de referencia para la deteccidén y
cuantificacion de otras nitrosaminas distintas a la NDELA.

En cuanto a los métodos publicados en la bibliografia analitica, la NDELA es
igualmente la nitrosamina mas estudiada y existe un nimero significativo de
métodos publicados atendiendo a su determinacién mediante diferentes
técnicas analiticas: principalmente, LC con analizador térmico de energia
(TEA, del inglés thermal energy analizer) [73,162,163], absorcion UV/Vis
[164-167], MS/MS [168-171] y polarografia [172]; GC con deteccién TEA
[75,173,174], MS [165,175], conductividad electrolitica [176] y captura
electrénica [177]; y electrocromatografia capilar [178]. Por otro lado, los
métodos publicados para el estudio de otras nitrosaminas son menos
numerosos y en ellos también se emplean diferentes técnicas, como GC-TEA
[179,180], GC-MS [181,182], GC-MS/MS [183], LC-TEA [184,185], LC-UV/Vis
[186] y LC-MS/MS [187]. Atendiendo a las técnicas de (micro)extraccion para
el enriquecimiento de las nitrosaminas, las técnicas en fase sélida son las mas
empleadas: SPE [75,166,168-170,183], SPE dispersiva (DSPE, del inglés
dispersive solid-phase extraction) [171,187] y SPME [175,182]; mientras que
solo en algunos trabajos publicados se utilizan técnicas de (micro)extraccidn
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en fase liquida [166,167,169,181]. Por todo ello, en los Capitulos 9y 10 de la
presente Tesis Doctoral se proponen dos métodos analiticos para la
determinacion de diez nitrosaminas diferentes: en el primero de ellos se
emplea la RP-DLLME asistida por vortice (VA-RP-DLLME, del inglés vortex-
assisted reversed-phase dispersive liquid-liquid microextraction) seguida de
LC-MS, mientras que en el segundo método se utiliza la microextraccion
dispersiva por sorcién sobre barra agitadora (SBSDME, del inglés stir bar
sorptive-dispersive microextraction) seguida de LC-MS/MS. Estas técnicas de
microextraccidn se trataradn con detalle en el Capitulo 2.
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2.1. CONSIDERACIONES INICIALES

La preparacién de la muestra es una de las etapas fundamentales de
cualquier método analitico y se realiza en base a tres objetivos [188]:

— separar los analitos de posibles sustancias interferentes presentes en la
muestra;

— concentrar los analitos, para mejorar los limites de deteccion vy
cuantificacion del método analitico; y/o

— acondicionar las disoluciones de medida de la muestra a los
requerimientos de la instrumentacion analitica.

En este sentido, las técnicas de (micro)extraccion juegan un papel
importante, especialmente en la determinacién de compuestos a nivel de
trazas, ya que permiten la separacidn y preconcentracién de los analitos en
una sola etapa.

Tradicionalmente, la extraccion liquido-liquido (LLE, del inglés liquid-liquid
extraction) convencional [189], en la que los analitos se transfieren desde un
disolvente a otro inmiscible por el que tienen mayor afinidad, ha sido muy
empleada. Sin embargo, esta técnica aparentemente sencilla presenta una
serie de inconvenientes, como el consumo de volumenes elevados de
disolventes orgdnicos, frecuentemente téxicos para el operador vy
perjudiciales para el medio ambiente. Ademas, muy a menudo se requiere
realizar repeticiones sucesivas del procedimiento para alcanzar rendimientos
de extraccidn satisfactorios, lo que incrementa el tiempo requerido para
llevarla a cabo y el consumo de disolventes, ademas de ocasionar errores por
pérdidas de los analitos.

Por otro lado, la extraccion en fase sdlida (SPE, del inglés solid-phase
extraction), basada en el empleo de un sorbente sélido confinado en el
interior de cartuchos o discos de extraccion como medio para retener los
analitos, ha sido y continta siendo una técnica muy utilizada. Tras percolar la
disolucién de la muestra, se lleva a cabo una etapa de limpieza en la que se
eliminan posibles sustancias interferentes y posteriormente se eluyen los
analitos retenidos mediante el empleo de un disolvente por el que presentan
mayor afinidad [189]. A pesar de que se reduce el consumo de disolventes
respecto a la LLE, la SPE no estad exenta de inconvenientes. Por un lado, el
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tiempo necesario para llevar a cabo la extraccién es considerable y a menudo
se requiere la evaporacion del extracto obtenido para preconcentrar los
analitos. Ademas, la posible coelucion de sustancias interferentes
procedentes de la matriz de la muestra puede causar errores en la
determinacion. Por otro lado, los sorbentes empleados pueden presentar
“efecto memoria”, conduciendo a resultados erréneos. En caso de realizar
un Unico uso de los mismos se encareceria mucho su coste.

Para evitar estos inconvenientes, en las ultimas décadas han incrementado
su relevancia las denominadas técnicas de microextraccion [131-133,190],
tanto en fase sélida como en fase liquida, que permiten reducir el consumo
de disolventes orgdnicos y acortar los tiempos de extraccidn, asi como
mejorar la selectividad y los factores de preconcentracién alcanzados con las
técnicas convencionales. Las técnicas de microextraccidon en fase sélida se
basan en la retencion de los analitos en un material sorbente que actia como
medio de extraccién. En funcion de las caracteristicas del sorbente, los
analitos pueden quedar retenidos por adsorcion (interaccion fisica o quimica
superficial entre el sorbente y los analitos) o por absorcién (reparto de los
analitos entre el absorbente y la disolucidon de la muestra). Los analitos
retenidos son posteriormente liberados del sorbente de manera selectiva,
bien mediante la elucién con un pequeifo volumen de un disolvente
apropiado (desorcién liquida) o bien mediante desorcion térmica en el
puerto de inyeccion del instrumento analitico seleccionado [132]. Por otra
parte, en las técnicas de microextraccidn en fase liquida la extraccién tiene
lugar entre la fase dadora, generalmente de naturaleza acuosa, que contiene
los analitos y un pequefio volumen de una fase aceptora (extractante)
inmiscible en agua [191-193]. Debido a la importante disminucién del
volumen de la fase aceptora, que generalmente consta de unos pocos
microlitros, es posible alcanzar elevados factores de preconcentracion
permitiendo la determinacion de compuestos a nivel de trazas.

A continuacidn, se describiran brevemente las técnicas de (micro)extraccion
empleadas en la presente Tesis Doctoral.
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2.2. MICROEXTRACCION LiQUIDO-LIQUIDO DISPERSIVA

Con el objetivo de reducir de forma importante el consumo de disolventes
organicos de la LLE convencional y mejorar significativamente los factores de
preconcentracion, Rezaee et al. [194] propusieron en 2006 la denominada
microextraccion liquido-liquido dispersiva (DLLME, del inglés dispersive
liquid-liquid microextraction), que consiste en un sistema ternario de
disolventes que incluye un disolvente dispersante (disolvente organico
polar), un disolvente extractante (disolvente organico apolar) y una fase
dadora de naturaleza acuosa. Cuando una mezcla apropiada de los
disolventes dispersante y extractante se inyecta en la fase dadora acuosa se
forma una microemulsidon por la accidon del disolvente dispersante, que
permite la dispersién del disolvente extractante en numerosas microgotas
de forma que la superficie de contacto entre las fases inmiscibles es
infinitamente grande. Tras la extraccion, la separacién de fases se consigue
mediante la rotura de la microemulsién por centrifugaciéon y la fase organica,
generalmente sedimentada, se recoge para el posterior analisis
instrumental. En la Figura 2.1. se muestra un esquema general del modo de
trabajo de la DLLME.

Mezcla de
disolvente
dispersante y
extractante
Fase
Centrifuga sedimentada :
—_—— n
Disolucién de Microemulsion

la muestra
(Fase dadora)

Figura 2.1. Esquema general de la microextraccion liquido-liquido dispersiva (DLLME).
La DLLME se ha convertido en una técnica muy popular, utilizdndose en
numerosas aplicaciones en las que se extraen analitos apolares desde fases

acuosas empleando un disolvente organico inmiscible en agua como
extractante [195-201]. Nétese que para que el extracto resultante quede
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sedimentado, facilitando su recogida tras la separacidn de fases, el
disolvente organico empleado debe ser mas denso que el agua, por lo que la
DLLME lleva aparejado un uso extendido de disolventes organoclorados. Sin
embargo, también existen aplicaciones en las que se utilizan como
extractante disolventes organicos menos densos que el agua [202] y, mas
recientemente, los denominados liquidos iénicos [203-205].

Por otro lado, la DLLME como tal no resulta adecuada para la extraccién de
compuestos polares que presentan mayor afinidad por la fase acuosa que
por los disolventes organicos. Para evitar los problemas asociados a la
extraccién de compuestos polares, Hashemi et al. [206] propusieron en el
afio 2010 una modificacién de la DLLME original llamada DLLME en fase
reversa (RP-DLLME, del inglés reversed-phase DLLME), en la que un pequefio
volumen de agua (como disolvente extractante) se dispersa en el seno de
una fase dadora organica que contiene los analitos polares. En primer lugar,
se utilizd la RP-DLLME para determinar oleuropeina en extractos de oliva
[206] e hidroxitirosol y tirosol en aceites de oliva [106]. Desde entonces, la
RP-DLLME se ha utilizado en diversas aplicaciones para la determinacién de
compuestos polares, por ejemplo: fenoles en aceite de oliva [107,114];
NDELA en productos cosméticos [167]; BPA [207], amigdalina [208], vitamina
Ay vitamina E [209] en aceites y fenoles en sedimentos marinos [210]. Sin
embargo, a pesar de su gran potencial, su uso todavia no estd tan extendido
como el de la DLLME original.

En la presente Tesis Doctoral, se ha empleado la RP-DLLME en el trabajo
presentado en el Capitulo 5 para la determinacién de formaldehido v,
posteriormente, en el trabajo presentado en el Capitulo 9 para la
determinacion de nitrosaminas, dado el caracter polar de estos analitos.
Cabe resaltar que en este ultimo caso se empleé una modificacién de la RP-
DLLME en la que la microemulsién se genera por la accién de un agitador en
vortice, en la denominada RP-DLLME asistida por voértice (VA-RP-DLLME, del
inglés vortex-assisted RP-DLLME), evitando la necesidad de utilizar un
disolvente dispersante. Esto permite reducir todavia mas el consumo de
disolventes organicos, evitar la influencia del disolvente dispersante en el
equilibro de reparto de los analitos entre la fase dadora y aceptora, asi como
evitar la contribucion del disolvente dispersante al volumen final de los
extractos.
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2.3. SEMI-MICROEXTRACCION CON FORMACION DE EMULSION
ASISTIDA POR VORTICE

Tras popularizarse el empleo de la DLLME, Yiantzi et al. [211] propusieron en
el afio 2010 la microextraccion liquido-liquido asistida por vortice (VALLME,
del inglés vortex-assisted liquid-liquid microextraction) como una nueva
técnica de microextraccion en la que se consigue la rdpida dispersién de una
fase extractante en el seno de una fase dadora acuosa mediante agitacion en
vortice, produciendo una (micro)emulsidén. En dicho trabajo se empled
satisfactoriamente esta nueva técnica para la determinacién de OP, NP y BPA
en aguas residuales. El procedimiento consistié en la dispersion de un
pequefio volumen de de 1-octanol como disolvente de extraccion en una
muestra de agua con la ayuda de un agitador en vdrtice, produciendo
pequefias (micro)gotas que promueven la rapida transferencia de los analitos
desde la disolucién acuosa hacia la fase aceptora. Tras la centrifugacion, unos
pocos microlitros del extracto sobrenadante fueron recogidos para su
analisis por LC-UV/Vis.

Merece la pena destacar que las técnicas de extraccidén asistidas por
ultrasonidos establecieron un precedente importante para las posteriores
técnicas asistidas por vértice [212,213]. En primer lugar, se utilizé la energia
de los ultrasonidos en la denominada microextraccion con formacion de
emulsion asistida por ultrasonidos (USAEME, del inglés ultrasound-assisted
emulsification microextraction) para la extraccion de diferentes analitos
desde muestras sélidas [214] y muestras de agua [215-220], principalmente,
pero también en otras aplicaciones posteriores [221,222], incluyendo
perfumes y otros productos cosméticos [137,223-227]. Sin embargo, se han
descrito algunos inconvenientes del uso de los ultrasonidos frente al uso de
la agitacion en vértice para asistir las extracciones liquido-liquido, como la
dificultad para aplicar los ultrasonidos de manera uniforme y reproducible
[228], asi como favorecer la degradacion de los analitos y producir radicales
libres [229,230].

Algunos autores han renombrado a la VALLME como microextracciéon con
formacidon de emulsién asistida por vdrtice (VAEME, del inglés vortex-
assisted emulsification microextraction) [231,232], haciendo referencia al
proceso de formacién de la emulsidn que facilita la transferencia de los
analitos desde la fase dadora a la aceptora, cuyas principales aplicaciones se
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dedican al analisis de aguas y bebidas [231-234]. Ademas, existe una variante
de la técnica que hace uso de surfactantes para facilitar el contacto entre las
fases, denominada microextraccién liquido-liquido con formacion de
emulsién mediante surfactantes asistida por vortice (VSLLME, del inglés
vortex-assisted surfactant-enhanced-emulsification liquid-liquid
microextraction), propuesta en el afo 2011 por Yang et al. [235] y que
también cuenta con diversas aplicaciones en el andlisis de aguas [236-240],
bebidas y alimentos [235,241-247] y muestras bioldgicas [248,249]. Por todo
ello, se puede decir que la VALLME vy sus diferentes variantes se han
convertido en técnicas de microextraccion muy populares con numerosas y
variadas aplicaciones, que se recogen en recientes articulos de revision [250-
255].

En la presente Tesis Doctoral se propone la denominada semi-
microextraccion con formacion de emulsién asistida por vértice (VAESME,
del inglés vortex-assisted emulsification semimicroextraction), que consiste
en un sistema ternario de disolventes comprendido por un disolvente
organico de soporte, un disolvente dispersante y un pequefio volumen de
agua como disolvente extractante. En este sistema de disolventes:

— El disolvente organico de soporte debe ser inmiscible en agua y menos
denso que ella, para facilitar la posterior recoleccion del extracto acuoso
por sedimentacion en tubos de punta coénica.

— El disolvente dispersante, generalmente un disolvente orgdnico polar,
debe ser miscible tanto con el disolvente de soporte como con la fase
aceptora acuosa.

La VAESME estd especialmente pensada para la extraccion répida y sencilla
de compuestos polares desde matrices cosméticas, de modo que en una
primera etapa se dispersa (o se disuelve, segin su composicién) la muestra
cosmética en una mezcla del disolvente de soporte (p. ej., hexano) y el
disolvente dispersante (p. ej., etanol) dando lugar a la fase dadora (disolucidn
de la muestra). A continuacién, se afiade a la mezcla un pequefio de volumen
de agua como disolvente extractante y mediante la agitacién en vértice se
produce una (micro)emulsién de pequefias gotas de agua dispersas en el
seno de la fase dadora, de forma andloga a la DLLME, de modo que la
superficie de contacto entre las fases es infinitamente grande. Tras esto,
tiene lugar la separacion de las fases inmiscibles mediante centrifugacion y
finalmente se recoge el extracto sedimentado para su analisis instrumental.
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En la Figura 2.2. se muestra un esquema del procedimiento experimental
propuesto.

Mezcla de disolvente
de soporte (hexano) y Disolvente
dispersante (EtOH) extractante (H,O)

Agitacion Agitacion Fase
por vértice por vértice Centrifuga sedimentada
> > P Andlisi

Muestra Disolucion de Microemulsién
cosmética la muestra

Figura 2.2. Esquema de la semi-microextracciéon con formaciéon de emulsién asistida por
vortice (VAESME).

En esta estrategia de extraccidn, el disolvente dispersante cumple una doble
funcién. Por un lado, facilita la dispersidn de la muestra en la fase dadora,
especialmente en los cosméticos de tipo emulsién que contienen una parte
lipofilica y una parte hidrofilica. Por otro lado, asiste la formacién de la
(micro)emulsién cuando la mezcla con el disolvente extractante se somete a
la agitacion en vdrtice, aumentando la superficie de contacto entre las fases
y permitiendo que la transferencia de los analitos hacia la fase aceptora se
produzca en un tiempo muy breve. La principal ventaja de la VAESME, tal
como se propone, es que permite llevar a cabo la preparacién de la muestra
cosmética, la eliminacion de compuestos potencialmente interferentes de la
matriz y la extraccién de los analitos en un Unico procedimiento, de forma
rapida, sencilla y con una minima dilucién de la muestra, por lo que resulta
adecuada para la determinacién de compuestos polares en productos
cosméticos.

En la presente Tesis Doctoral, esta estrategia de preparacién de muestras
cosméticas se empled por primera vez en el trabajo desarrollado en el
Capitulo 3y, al observar su potencial para la preparacion rapida y con minima
dilucion de las muestras cosméticas, se estudié con mayor detalle durante el
trabajo presentado en el Capitulo 4, en el que se redujo el volumen de los
disolventes empleados (pasando de 1-2 mL a 0.5-1 mL de cada disolvente) y
se adoptd finalmente la denominacion propuesta de VAESME. Atendiendo a
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la naturaleza de las fases involucradas se trata de una extraccion liquido-
liqguido en fase reversa, al producirse entre una fase dadora organica y una
fase aceptora acuosa. Es importante destacar que, aunque el disolvente
dispersante forma parte de la fase dadora organica en la primera etapa de la
VAEsSME, al afiadir el disolvente extractante se produce un reparto del mismo
entre ambas fases, dependiendo de su afinidad. En el caso concreto del
etanol, éste pasa casi en su totalidad a formar parte de la fase sedimentada
tras la centrifugacion.

En el trabajo presentado en el Capitulo 7 se empled una variacién de la
VAEsSME con dos modificaciones significativas. En primer lugar, no se utilizd
disolvente dispersante, al no ser necesario para disolver la muestra
cosmética debido al tratamiento previo de derivatizacion en fase acuosa que
se llevd a cabo, como se vera mas adelante. Por este motivo, aunque la
superficie de contacto entre las fases dadora y aceptora también se vio
incrementada por la agitacion en vértice, se prefirié utilizar en este caso el
nombre de semi-microextraccidon liquido-liquido asistida por vortice
(VALLsSME, del inglés vortex-assisted liquid-liquid semimicroextraction) para
hacer referencia a la ausencia del disolvente dispersante. En segundo lugar,
se trata de una extraccién liquido-liquido en fase normal, al producirse entre
una fase dadora acuosa y una fase aceptora orgdnica. Debido a esto, fue
necesaria una etapa adicional de evaporacién y reconstitucion del extracto
para hacerlo compatible con la técnica analitica seleccionada. En la Figura
2.3. se muestra un esquema del procedimiento experimental propuesto.

Disolvente
extractante (hexano)
Agitacion Fase Evaporacién
por vortice Centrifuga sobrenadante a sequedad
> > > > ANl
Reconstitucion

Disolucién Microemulsién
acuosade la

muestra

Figura 2.3. Esquema de la semi-microextraccion liquido-liquido asistida por vértice (VALLsME).
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Finalmente cabe destacar que, aunque estas técnicas propuestas suponen
una miniaturizacion considerable frente a la LLE convencional, en los trabajos
de la presente Tesis Doctoral se prefirio la denominacién de “semi-
microextraccion” al encontrarse el volumen empleado de disolvente
extractante en el intervalo de los mililitros (entre 0.5 y 1.5 mL), a diferencia
de las técnicas de microextraccién donde lo habitual es emplear volimenes
inferiores a 100 pL.

2.4. MICROEXTRACCION DISPERSIVA POR SORCION SOBRE BARRA
AGITADORA

La microextraccion dispersiva por sorcion sobre barra agitadora (SBSDME,
del inglés stir bar sorptive-dispersive microextraction) es una técnica de
microextraccion en fase soélida propuesta por primera vez en el afio 2014 por
el grupo de investigacion en el que se ha desarrollado la presente Tesis
Doctoral [256]. Esta técnica, que combina los principios de la extraccidn por
sorcién sobre barra agitadora (SBSE, del inglés stir bar sorptive extraction)
[257] y de la extraccion en fase sélida dispersiva (DSPE, del inglés dispersive
solid-phase extraction) [258], consiste en una barra agitadora de neodimio
recubierta de un material magnético como dispositivo de extraccién, de
manera que a baja velocidad de agitacidn, el material magnético permanece
sobre la superficie de la barra agitadora de forma similar a la SBSE; mientras
que a alta velocidad de agitacidon, el material magnético se dispersa en el
seno de la fase dadora como en DSPE. Tras completarse la extraccion y cesar
la agitacidn, el material magnético conteniendo los analitos es atraido de
nuevo por la barra agitadora sin necesidad de aplicar un campo magnético
externo. Finalmente, los analitos extraidos pueden eluirse en un pequefio
volumen de un disolvente apropiado (desorcidn liquida) previo a su analisis
[259] o bien inyectarse directamente en el instrumento analitico mediante
desorcién térmica [260].

En la Figura 2.4. se muestra un esquema general del modo de trabajo de
SBSDME. Hasta la fecha, esta técnica se ha aplicado en el analisis de muestras
medioambientales, como aguas [256,259,260] y arena de playa [261], y muy
recientemente a muestras bioldgicas, como orina [262].
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Material magnético sobre
la barra agitadora

_&

Baja velocidad
(SBSE)

Detener agitacion - /
\

Desorcién liguida

Dispersién del
material magnético

|
Fase dadora + Barra agitadora
recubierta Desorcion térmica

Material magnético

Alta velocidad
(DSPE)

Figura 2.4. Esquema general de la microextraccion dispersiva por sorcién sobre barra
agitadora (SBSDME).

Atendiendo a los sorbentes empleados, el uso de nanoparticulas magnéticas
(MNPs, del inglés magnetic nanoparticles) o de materiales compuestos
(composites), formados por la uniéon entre MNPs y estructuras poliméricas,
han ganado popularidad entre las técnicas de microextraccion debido a la
facilidad para recuperarlos aplicando campos magnéticos y a la posibilidad
de funcionalizarlos segun las propiedades de los analitos [263-266].

Recientemente, las redes metalorganicas (MOFs, del inglés metal-organic
frameworks) se han popularizado en el campo de las técnicas de
microextraccion, dado que se tratan de estructuras cristalinas micro o
mesoporosas, altamente ordenadas, formadas por la unién entre iones
metalicos y ligandos organicos mediante enlaces de coordinacidon que
presentan interesantes propiedades para su uso como sorbentes, como una
gran area superficial (200-7000 m?/g), resistencia mecanica y estabilidad
térmica (300-600 °C), cavidades con porosidad uniforme (0.3-10 nm) y alta
capacidad de adsorcién [267,268]. Gracias a la versatilidad de los
procedimientos disponibles para la sintesis de MOFs, mediante la seleccion
de los iones metalicos y los ligandos orgdnicos, existe una amplia variedad de
materiales diferentes basados en MOFs. En este sentido, la eleccidon de un
determinado material magnético basado en MOFs para su uso como
sorbente en SBSDME y otras técnicas de (micro)extraccion estd condicionado
por las propiedades del MOF, ya que la funcién de las MNPs es Unicamente
aportar el magnetismo necesario para facilitar la manipulacién del material.
En relacion al analisis de los productos cosméticos, existen dos antecedentes
de aplicaciones analiticas que hacen uso de materiales basados en MOFs. El
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primero de ellos, publicado por Zhai et al. [269] en 2014, hace uso del
tereftalato de cromo(lll), conocido como MIL-101(Cr), para la
microextracciéon de hormonas mediante DSPE. El segundo trabajo, publicado
por Rocio-Bautista et al. [270] en 2015, hace uso del trimesato de cobre(ll),
conocido como HKUST-1, para la microextraccién de parabenos mediante
VA-DSPE.

En relacién a estos materiales, el MOF MIL-101(Cr) fue descrito por primera
vez en el afio 2005 por Férey et al. [271], presentando porosidad uniforme
(0.3-3.4 nm), elevada érea especifica (5900 m?/g), estabilidad térmica hasta
275 °C y estabilidad durante varios meses frente a la exposicion al aire, al
agua y a disolventes orgdnicos, tanto a temperatura ambiente como en
condiciones solvotermales. Posteriormente, Bauer et al. [272] propusieron la
sintesis del aminotereftalato de hierro(lll), NH,-MIL-101(Fe), y Taylor-
Pashow et al. [273] la del tereftalato de hierro (Ill), MIL-101(Fe) (Figura 2.5),
que requieren temperaturas de sintesis inferiores a las de sus analogos de
cromo a la vez que mantienen sus interesantes propiedades.

Figura 2.5. Representacion de la estructura de MIL-101(Fe)
(Entorno de coordinacion de Fe(lll), azul; O, rojo; Cl, verde;
C, lineas blancas; H, omitido) [274].

Por estos motivos, tanto MIL-101(Cr) como MIL-101(Fe) ofrecen un gran
potencial para su aplicacién como materiales sorbentes en técnicas de
microextraccidon en fase sdlida, ya que presentan una estructura cristalina
porosa con alta resistencia al aire, al agua y a disolventes organicos. En este
sentido, su porosidad les otorga una gran area superficial y la presencia de
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grupos oxigenados en su superficie hace que sean moderadamente polares,
permitiendo la interaccién efectiva con analitos organicos polares. Ademas,
también es posible la interaccién apolar m-mt entre los ligandos organicos
(acido tereftalico) y analitos menos polares [275,276]. Atendiendo al proceso
de sintesis de estos materiales y a su funcionalizacion con materiales
magnéticos, MIL-101(Fe) puede ser sintetizado facilmente en un proceso
solvotermal que permite la fijacién in situ de MNPs mediante interaccién
electrostatica entre los grupos -OH superficiales y los iones metalicos [276].

En la presente Tesis Doctoral, se empled SBSDME en el trabajo desarrollado
en el Capitulo 10 para la determinacion de nitrosaminas en productos
cosméticos, expandiendo de este modo la aplicabilidad analitica de esta
técnica de microextraccion a nuevos tipos de matrices. Ademas, se sintetizo
un nuevo composite magnético conteniendo el MOF MIL-101(Fe) [276] y
MNPs de ferrita de cobalto (CoFe,04) [277,278], que se caracterizd y se
empled como sorbente para la microextraccion.
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CAPITULO 3

DETERMINACION DE HIDROXITIROSOL Y TIROSOL
MEDIANTE LIXIVIACION ASISTIDA POR ULTRASONIDOS O
SEMI-MICROEXTRACCION CON FORMACION DE EMULSION
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Capitulo 3

INTRODUCCION

Objetivo

El objetivo de este capitulo ha sido desarrollar y validar un método analitico
rapido y eficaz que permita llevar a cabo la determinacién simultdnea de
hidroxitirosol y tirosol en todas las etapas del proceso de fabricacion de los

productos cosméticos basados en extractos procedentes de la oliva,
mediante LC-UV/Vis.

Compuestos estudiados

— Hidroxitirosol, 2-(3,4-dihidroxifenil)etanol (HTYR)
— Tirosol, 2-(4-hidroxifenil)etanol (TYR)

Tabla 3.1. Informacidn sobre los compuestos estudiados.

. L. . M
Analito  Estructura quimica Numero CAS (& m(;|'1) pKa?  log Koyw?®
OH
HTYR HO 10597-60-1 154.16 9.72 0.12

HO
OH

TYR Q_/ 501-94-0 138.16 10.17 0.85
19}

H

2 Calculado mediante el software Advanced Chemistry Development (ACD/Labs)
V11.02 (©1994-2019 ACD/Labs).

Resumen

Se ha desarrollado y validado un método analitico para la determinacion
simultdnea de hidroxitirosol y tirosol en extractos procedentes de la oliva,
empleados como ingredientes en el proceso de fabricacién, y en productos
cosméticos acabados. El método propuesto, basado en LC-UV/Vis, permite el
analisis de los diferentes tipos de muestras modificando uUnicamente la
preparacion segun su naturaleza. En el caso de muestras sélidas y extractos
hidrosolubles se llevé a cabo una lixiviacién o dilucion, respectivamente,
asistida por ultrasonidos, mientras que en el caso de extractos liposolubles y
muestras cosméticas se llevd a cabo la semi-microextraccién con formacién
de emulsién asistida por vortice (VAESME), explicada el Capitulo 2. En primer
lugar, se estudiaron las variables experimentales y se seleccionaron las
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condiciones mas adecuadas para la determinacién. Se validé el método
propuesto con buenos valores de repetibilidad (RSD <3.6 %), coeficientes de
recuperacion cuantitativos (95-107 %), y limites de detecciéon en el nivel de
ug gl. Finalmente, se aplicé el método propuesto al analisis de veinticuatro
muestras.

PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

Instrumentacion

— Cromatodgrafo de liquidos con detector de espectrofotometria UV/Vis.
— Bafo de ultrasonidos, agitador de vortice, centrifuga y pH-metro.

Reactivos

— Hidroxitirosol (298 %) y tirosol (98 %) como patrones.

— Etanol, hexano y agua desionizada como disolventes en la preparacién
de muestras y patrones.

— Acido acético e hidréxido de sodio para la preparacién de disoluciones
tampon.

Muestras

Dos alperujos (muestras A, B), un residuo sélido seco (muestra C), tres
extractos liposolubles (muestras D-F), siete extractos hidrosolubles
(muestras G-M), dos extractos sdlidos concentrados (muestras N, O) y ocho
cremas cosméticas (muestras P-W).

Adicionalmente, se prepard a escala de laboratorio una crema cosmética
basada en un extracto de oliva conteniendo los analitos (muestra X, ver
protocolo de elaboracion en Anexo 3.1).

Método propuesto

Preparacion de muestras y patrones
— Muestras sdlidas y extractos hidrosolubles

Las muestras (A-C, G-O) se prepararon pesando 0.01-0.10 g en un matraz
aforado de 10 mL empleando como disolvente una disolucion tampdn
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acético/acetato (1 % v/v, pH 5). La mezcla se introdujo en un bafio de
ultrasonidos durante varios minutos para lixiviar los analitos y facilitar la
disolucion de la muestra. A continuacidén, se tomd una alicuota de la
disolucién y se filtr6 para su posterior inyeccion en el sistema
cromatografico.

Respecto a las disoluciones patrén, a partir de una disolucién patrén
conteniendo 500 pg mL? de los analitos se prepararon disoluciones patrén
de trabajo, entre 1 y 50 ug mL?, con el mismo disolvente empleado en la
preparacion de las muestras.

— Extractos liposolubles y cremas cosméticas

Para eliminar compuestos potencialmente interferentes de la matriz de la
muestra y obtener una disolucién acuosa apropiada para el andlisis
cromatografico se llevd a cabo la VAESME, de la manera descrita en el

Capitulo 2 (Figura 3.1).

Mezcla de disolvente
de soporte (hexano) y Disolvente
dispersante (EtOH) extractante (H,O)

Agitacion Agitacion Fase
por vértice por vértice Centrifuga sedimentada
» > P Analisi

Muestra Disolucion de Microemulsién
la muestra

Figura 3.1. Esquema de la semi-microextraccion con formacion de emulsion asistida por
vértice (VAESME).

Las muestras (D-F, P-X) se prepararon pesando 0.01-0.10 g en un tubo de
punta cdnica y se dispersaron con 2 mL de hexanoy 1 mL de etanol. La mezcla
se homogeneizd mediante agitacidn por vértice durante 10 s. A continuacion,
se afiadieron 1.5 mL de una disolucién tampdn acético/acetato (1 % v/v)
ajustada a pH 8 y se agitd por vértice durante 10 s mas. Finalmente, se
centrifugd (3500 rpm, 2 min) y se tomd una alicuota de la fase hidro-etandlica
sedimentada para su analisis cromatografico.
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Respecto a las disoluciones patréon, a partir de una disolucion patrén
conteniendo 250 pg mL*de los analitos en etanol se prepararon disoluciones
patrén de trabajo, entre 0.5 y 25 pg mL?, en el mismo disolvente. Para
proceder de igual forma que en la preparacién de las muestras, se tomdé 1 mL
de la disolucion patrén en un tubo de punta cénica conteniendo 2 mL de
hexano y se llevé a cabo la extraccion de la manera descrita.

Andlisis cromatogrdfico

— Volumen de inyeccidn: 20 uL

— Columna: Purospher® STAR RP-18e (125 mm, 4 mm d.i., 5 um)

— Temperatura de la columna: 35 °C

— Fase movil:
= Fase A: disolucién tampon acético/acetato (1 % v/v, pH 5)
= Fase B: etanol

— Modo: isocratico, fase A:fase B (95:5 v/v)

— Caudal: 1 mL min*

— Longitud de onda: 280 nm

El andlisis de las muestras cosméticas requirié de una etapa adicional de
lavado de la columna cromatografica, por lo que tras el minuto 10 se
aumento progresivamente la proporcion de fase B tal y como se indica en el
programa de elucidn en gradiente mostrado en la Tabla 3.2.

Tabla 3.2. Programa de elucidn en gradiente.
Tiempo (min) Fase A (% v/v) Fase B (% v/v)

0 95 5
10 95 5
12 0 100
15 0 100
17 95 5
20 95 5
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RESULTADOS

Estudio de las variables cromatograficas

Se estudid la influencia de la longitud de onda de deteccidn, la composicién
y el pH de la fase mévil y la temperatura de la columna.

Longitud de onda de deteccion

Se registro el espectro de absorcién UV de disoluciones patréon conteniendo
100 pg mL? de los analitos en agua desionizada. Como se observa en la Figura
3.2, los analitos presentan maximos de absorcion a 230y 280 nm. La longitud
de onda de deteccidon se fijé6 en 280 nm, por ser la mas selectiva y
proporcionar una sensibilidad aceptable en ambos casos.
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Figura 3.2. Espectros de absorcién UV de hidroxitirosol (trazo continuo)
y tirosol (trazo discontinuo).

pH de la fase movil

Con el objetivo de favorecer la interaccion con la fase estacionaria y mejorar
la separacidon cromatografica, se ensayaron valores de pH en los que los
analitos se encontraron en su forma neutra, de acuerdo a sus valores de pK,
(Tabla 3.1). En este sentido, se ensayaron disoluciones tampodn
acético/acetato (1 % v/v) ajustadas a pH 3, 5 y 8. Se obtuvieron resultados
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satisfactorios en todos los casos, por lo que se selecciond la disolucién de pH
5 al presentar mayor capacidad amortiguadora.

Composicion de la fase movil

Para reducir el tiempo de analisis manteniendo la resolucidn, se ensayaron
etanol y acetonitrilo como modificadores organicos de la fase movil en
diferentes proporciones (5, 10, 15, 20 y 25 % v/v). Los mejores resultados se
obtuvieron al emplear un 5 % de etanol, permitiendo la separacién de los
analitos en menos de 10 min, como se observa en la Figura 3.3.

En el caso de las muestras cosméticas fue necesaria una etapa adicional de
lavado para eluir los compuestos menos polares del extracto inyectado. Para
ello, se propuso incrementar el contenido de etanol de la fase mavil tras la
separacion isocratica de los analitos siguiendo el programa de elucién en
gradiente indicado anteriormente.

150 —

L
HTYR

100 —|

TYR

50 —

Absorbancia (mUA)

Tiempo (min)

Figura 3.3. Cromatograma de una disolucién patrén (50 pg mL™?).

Temperatura de la columna

Se observd que los picos cromatograficos se hacian ligeramente mas
estrechos y disminuia su tiempo de retencién al aumentar la temperatura de
la columna. Se ensayaron temperaturas entre 30 y 50 °C y, dado que se
obtuvo una buena separacidon en todos los casos, se selecciond una
temperatura de 35 °C para el andlisis.
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Estudio de variables en la semi-microextraccion con formacion de emulsion
asistida por vortice (VAEsME)

Se estudid la influencia del volumen de extraccidn y el pH del disolvente
extractante.

Volumen de extraccion

Un mayor volumen de extraccién implica que una mayor masa de los analitos
puede ser extraida, pero el extracto resultante estd mas diluido. En este
sentido, se ensayaron 0.5, 1, 1.5 y 2 mL como volumenes de extraccién
(Figura 3.4). Con 0.5 y 1 mL se obtuvieron picos cromatograficos mal
definidos debido al alto contenido en etanol de los extractos. Finalmente, los
mejores resultados se obtuvieron al emplear 1.5 mL de extractante.

20

120 -+
R 100
©
=
® 80
©
E m0.5mL
_S 60 m1lmL
=
© 1.5mL
% 40
— 2
= mL
W
)
n

HTYR TYR

Figura 3.4. Estudio del volumen de extraccion.

pH del disolvente extractante

Se ensayaron disoluciones tampdn acético/acetato (1 % v/v) ajustadas a pH
3,5, 8y 11 (Figura 3.5). A pH 11 ambos analitos se encuentran parcialmente
disociados (ver Tabla 3.1), lo que disminuye su afinidad por la fase dadora y
por tanto se aumenta el rendimiento de la extraccion. Sin embargo, cuando
se trataron muestras reales, a pH 11 se observd la presencia de interferentes
en el extracto que provocaron solapamientos cromatograficos, por lo que
finalmente se selecciond pH 8 para llevar a cabo la extraccion.

83



Resumen de los resultados experimentales

120 -
gloo- I
g
B 80 -
g mpH5
S 60 -
K= mpHS
©
C 40 - pH 11
©
zg":, 20 -
0.

HTYR TYR

Figura 3.5. Estudio del pH del disolvente extractante.

Parametros analiticos del método propuesto
Linealidad

La linealidad estudiada en ambos casos comprendié al menos el intervalo
0.5-100 pg mL*' para ambos analitos, obteniéndose coeficientes de
determinacién elevados (R? >0.9999).

Limites de deteccion y cuantificacion

La Tabla 3.3 contiene los limites de deteccidn (3 S,/b) y cuantificacidn (10
S,/b) instrumentales, siendo S, la desviacion estandar de los residualesy b
la pendiente de la recta de calibrado, asi como los limites del método (en las
muestras) teniendo en cuenta el procedimiento experimental.

Tabla 3.3. Limites de deteccion y cuantificacién.

Limites instrumentales Limites del método ©
Procedimiento Analito LOD LoQ LOD LoQ
(mgmt?)?  (ugmt™)® (ngg’)® (ngg?)®
Muestras sélidas y HTYR 0.02 0.07 2 7
extractos hidrosolubles  TyR 0.06 0.18 6 18
Extractos liposolublesy ~ HTYR 0.05 0.16 0.5 1.6
muestras cosméticas TYR 0.15 0.48 1.5 4.8

2L0D: limite de deteccidn (3 S,/b).
b LOQ: limite de cuantificacién (10 S,/b).
¢ Limites del método calculados para una masade 0.1 g.
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Factores de enriquecimiento

Los factores de enriquecimiento, definidos como EF=Cex/Co donde Cex €5 la
concentracién de analito en el extracto y Cp es la concentraciéon en la
disolucién inicial antes de la extraccién, fueron 1.20 + 0.04 para el
hidroxitirosol y 1.25 + 0.04 para el tirosol.

Rendimientos de extraccion

Considerando los factores de enriquecimiento y teniendo en cuenta el
procedimiento experimental (EFma= 1.2), los valores obtenidos para los
rendimientos de extraccién fueron 100 * 3 % para el hidroxitirosol y 104 + 3
% para el tirosol.

Repetibilidad

La repetibilidad fue evaluada aplicando el método propuesto a diez réplicas
de una disolucién patrén (10 pg mL?1) en una misma sesién de trabajo para
la repetibilidad intra-dia y a cinco réplicas en diferentes sesiones de trabajo
para la repetibilidad inter-dia. Los resultados obtenidos, mostrados en la
Tabla 3.4, revelan que se alcanzd una buena precisién (RSD <3.6 %).

Tabla 3.4. Estudio de la repetibilidad.
Repetibilidad (RSD, %) @

Analito
Intra-dia Inter-dia
HTYR 1.1 1.7
TYR 2.7 3.6

@ Desviacion estandar relativa (RSD, %), n = 10.

Exactitud

Para evaluar la exactitud, se elabord en el laboratorio una crema cosmética
conteniendo cantidades conocidas de los analitos (muestra X) segun el
protocolo que se detalla en el Anexo 3.1 y se analizé mediante el método
propuesto. Como se observa en la Tabla 3.5, se obtuvieron errores relativos
inferiores al 2 %.
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Tabla 3.5. Estudio de la exactitud.

Analito

Contenido esperado

Contenido encontrado

Error relativo (%) @

(ngg) (ngg?)
HTYR 107.0 104.9+0.8 -2.0
TYR 18.4 18.1+0.6 -1.4

2 Error relativo = [(Contenido encontrado - Contenido esperado) / Contenido
esperado] x 100.

Andlisis de muestras

La Tabla 3.6 contiene los resultados obtenidos en el andlisis de las muestras
solidas y los extractos hidrosolubles, mientras que los correspondientes a los
extractos liposolubles y a las muestras cosméticas se muestran en la Tabla
3.7. Como puede observarse, se encontraron niveles de concentracién de los
analitos muy diferentes segun el tipo de muestra, lo que pone de manifiesto
la versatilidad del método propuesto.

A modo de ejemplo, en la Figura 3.6 se muestran los cromatogramas
obtenidos para algunas de las muestras analizadas.

Tabla 3.6.

Concentraciones

(%, m/m)

halladas en el andlisis de muestras sélidas y
extractos hidrosolubles.

Tabla 3.7. Concentraciones (ug g?)
halladas en el analisis de extractos
liposolubles y muestras cosméticas.

Concentracion (%, m/m)

Concentracioén (ug g)

Muestra ® Muestra ?
HTYR TYR HTYR TYR

A 0.013+0.003  0.011 +0.002 D 25.4+0.3 19.5+0.4
B 0.009 +0.001 0.013 +0.001 E 31.3+0.6 22.2+0.3
C 0.014 +0.002 0.010 +0.001 F 219+04 10.1+0.1
G 1.049 £ 0.010 0.180 +0.001 P 8.6+0.3 7.1+£0.7
H 1.368+0.004  0.132+0.002 Q 121+1 27.2+0.6
| 1.298 + 0.008 0.214 +0.004 R 770+ 20 197 +3
J 1.139 + 0.002 0.188 + 0.001 S 511+3 183 +1
K 1.628 +0.001  0.268 + 0.007 T 430+3 184 +1
L 0.365 +0.001 0.043 +0.001 U 599+5 151+2
M 0.053 £ 0.001 0.027 £ 0.001 \Y 480+ 14 175+5
N 20.0+0.6 49+0.2 w 363+10 176 +6
0 0.83+0.08 0.13 +£0.01 X 104.9 + 0.8 18.1+0.6

a A, B: alperujos; C: residuo sdlido seco; G-M: @ D-F: extractos liposolubles; P-W:

extractos hidrosolubles; N, O:

sélidos concentrados.
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Figura 3.6. Cromatogramas obtenidos aplicando el método propuesto: (a) muestra G
(extracto hidrosoluble), (b) muestra A (alperujo), (c) muestra E (extracto liposoluble) y
(d) muestra Q (crema cosmética).

Estudio del efecto matriz

Se prepararon disoluciones de los diferentes tipos de muestras y se
fortificaron con cantidades conocidas de los analitos a dos niveles de
concentracién. Tras esto, se calcularon los coeficientes de recuperacién
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determinando la concentracidn de los analitos en las muestras fortificadas y
sin fortificar, aplicando el método propuesto. Como se observa en la Tabla
3.8, los coeficientes de recuperacién obtenidos (95-107 %) indicaron que no
existié un efecto matriz significativo. Ademas, estos resultados confirmaron
el estudio de exactitud llevado a cabo anteriormente.

Tabla 3.8. Estudio del efecto matriz.

Concentracion  coeficiente de recuperacion (%)
Muestra? fortificada

(g mLY) HTYR TYR

A 1 107 +2 102+2
5 102+4 101+5

D 1 101+2 101+4
4 97+1 9+1

G 2 95+3 97+3
10 99+4 102+3

X 1 100+ 2 99+7
4 99+5 99+2

2A: alperujo; D: extracto liposoluble; G: extracto hidrosoluble;
X: crema preparada en el laboratorio.

CONCLUSIONES

El uso como ingredientes cosméticos de extractos procedentes de la oliva
que contienen hidroxitirosol y tirosol es interesante debido a sus
propiedades beneficiosas como antioxidantes. En este capitulo:

— Se ha desarrollado y validado un nuevo método analitico para la
determinacidn simultdnea de ambos compuestos de forma simple y
efectiva en diferentes tipos de extractos procedentes de la oliva y
muestras cosméticas.

— El método se basa en la dilucidon o lixiviacién de los analitos, para
muestras sélidas y extractos hidrosolubles, o en la semi-microextraccién
con formacién de emulsiéon asistida por vértice (VAESME), para
extractos liposolubles y muestras cosméticas, seguida de LC-UV/Vis.

— El método propuesto es util para el control analitico de todas las etapas
del proceso de fabricaciéon de los productos cosméticos basados en
extractos procedentes del olivo.
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— Tan sélo se requieren pequefios volumenes de disolventes organicos, en
conformidad con los principios de la denominada Quimica Analitica
Ecoldgica.
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Capitulo 3

En el desarrollo de este capitulo se preparé a escala de laboratorio una crema
cosmética conteniendo los analitos objeto de estudio para llevar a cabo el
estudio de exactitud descrito anteriormente. A continuacion, se detallan los
ingredientes empleados, asi como la composicién y el modo de preparacion
de esta formulacion cosmética.

Ingredientes

Aceite de aguacate: mezcla natural de acidos grasos saturados, oleico y
linoleico, muy rica en vitaminas A, Bi, B, D y E. Actla principalmente
como emoliente.

Base PFC o/w: crema base que permite la elaboracion de emulsiones
aceite/agua compuesta por una mezcla de miristato de miristilo, alcohol
cetilico, laureato de monoglicerilo, octanoato de cetearilo, miristato de
isopropilo y otros componentes de naturaleza lipofila.

Dimeticona 350: mezcla de siliconas entre las que se encuentra el
dimetilsiloxano. Entre sus funciones destaca favorecer la formacién de
emulsiones, proporcionar una mayor untuosidad y suavidad en la
aplicacion del producto y actuar como vehiculo de los componentes
activos.

Hidroviton®: mezcla de aminoacidos, lactato sédico, urea, alantoina,
alcoholes y cloruro sddico, cuya funcién es hidratar la piel.

Fenonip®: mezcla de parabenos y fenoxietanol que actua como
conservante.

Propilenglicol: agente emoliente que actia como humectante,
impidiendo la desecacidn de la capa cérnea de la piel.

Adicionalmente, se empled como ingrediente cosmético un extracto
procedente del olivo conteniendo los analitos objeto de estudio:

Naturlive Health: extracto concentrado de oliva, de naturaleza liquida
hidrosoluble cuyo contenido en hidroxitirosol (1 %, m/m) y en tirosol
(0.2 %, m/m) fue determinado previamente aplicando el método
propuesto.
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Formulacion

Fase A: Base PFC o/w 18 %
Aceite de aguacate 5%
Dimeticona 350 5%
Fase B: Propilenglicol 5%
Hidrovitdn® 4%
Naturlive Health 1%
Agua c.s.p. 100 %
Fase C: Fenonip® 0.5%

Elaboraciéon

En primer lugar, se pesan los componentes de las fases Ay B en sendos vasos
de precipitados, se tapan con un vidrio de reloj y se sumergen en un bafio de
agua caliente (70 °C) hasta que la fusion de la fase A sea completa.
Posteriormente, se vierte lentamente y bajo agitacién constante la fase B
sobre la fase A. A continuacion, se retira el vaso de precipitados del bafio
caliente y, sin cesar la agitacion, se deja enfriar hasta temperatura ambiente.
Finalmente, se adiciona la fase C y se mantiene la agitacion hasta conseguir
la completa homogenizacion.
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CAPITULO 4

DETERMINACION DE BRONOPOL EN PRODUCTOS
COSMETICOS MEDIANTE SEMI-MICROEXTRACCION CON
FORMACION DE EMULSION ASISTIDA POR VORTICE Y
CROMATOGRAFIA DE LIQUIDOS

El contenido de este capitulo ha sido publicado en el articulo Vortex-assisted
emulsification semimicroextraction for the analytical control of restricted ingredients
in cosmetic products: determination of bronopol by liquid chromatography,
Analytical and Bioanalytical Chemistry 408 (2016) 1929-1934; y presentado en
forma de cartel en el 6% International Conference and Exhibition on Analytical &
Bioanalytical Techniques, Valencia (2015).






Capitulo 4

INTRODUCCION

Objetivo

El objetivo de este capitulo ha sido desarrollar y validar un método analitico
para la determinacidn de bronopol en productos cosméticos, un conservante
de uso restringido, empleando la semi-microextraccion con formacién de
emulsidn asistida por vortice (VAESME) seguida de LC-UV/Vis.

Compuesto estudiado

— Bronopol, 2-bromo-2-nitro-1,3-propanodiol (BP)

Tabla 4.1. Informacidn sobre el compuesto estudiado.

Estructura quimica NumeroCAS M, (gmol?) pK.® logKow?

Br

Ho/\{/\OH 52-51-7 19999 1202 115

NO,

@ Calculado mediante el software Advanced Chemistry Development
(ACD/Labs) V11.02 (©1994-2019 ACD/Labs).

Resumen

Se propone el uso de la VAESME, cuyo fundamento se explicé en el Capitulo
2, como técnica para llevar a cabo la preparacion de la muestra cosmética en
una Unica etapa, incluyendo tanto la dispersién de la muestra como la
extraccién del analito, seguida de la determinacién por LC-UV/Vis. Este
procedimiento permite llevar a cabo la limpieza de la muestra con una
dilucion minima y resulta util para la determinacién de ingredientes
cosméticos sujetos a restricciones en su concentracién maxima permitida,
como el bronopol. EIl método propuesto se aplicé al andlisis de dieciocho
muestras cosméticas comerciales, incluyendo cremas, champus y geles de
bafio. Se obtuvieron coeficientes de recuperacién cuantitativos (91-104 %),
buena repetibilidad (RSD <10.9 %) y un limite de deteccién de 9 ug g2, lo que
hace que el método propuesto sea util para el control de calidad de los
productos cosméticos que contienen el conservante bronopol en su
formulacion.
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PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

Instrumentacion

— Cromatdgrafo de liquidos con detector de espectrofotometria UV/Vis.
— Agitador de vértice y centrifuga.

Reactivos

— Bronopol (98 %) como patron.

— Etanol, hexano y agua desionizada como disolventes en la preparacion
de muestras y patrones.

— Acido acético para la preparacién de la fase movil.

Muestras

Once cremas hidratantes (muestras A-K), cinco champus (muestras L-P) y dos
geles de bafio (muestras Q, R).

Adicionalmente, se prepard a escala de laboratorio una crema cosmética
conteniendo el analito (ver protocolo de elaboracidn en Anexo 4.1).

Método propuesto

Preparacion de muestras

Las muestras se prepararon pesando 0.1 g en un tubo de punta cdnica
afadiendo 1 mL de hexano y 0.5 mL de etanol. La muestra se dispersé
mediante agitacién en vortice durante 10 s. A continuacién, se afiadieron 0.5
mL de agua desionizada como extractante y se asistio la extraccidon con
agitacién en vortice durante 10 s. Finalmente, la mezcla se centrifugd (6000
rpm, 5 min) para separar las fases y se tomd una alicuota de la fase hidro-
etandlica sedimentada para el andlisis cromatografico.

Preparacion de patrones

Se prepard una disolucidon patrén en etanol conteniendo 250 ug mL? del
analito. A partir de ésta, se prepararon disoluciones patrén de trabajo, entre
5y 125 ug mL?, tomando alicuotas (0.02-0.5 mL) que se trasvasaron a tubos
de punta cénica y se diluyeron con etanol hasta un volumen total de 0.5 mL.
A continuacion, se afiadié 1 mL de hexano y se llevé a cabo el mismo proceso
de extraccion seguido en la preparacion de las muestras.
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Andlisis cromatogrdfico

— Volumen de inyeccion: 20 uL
— Columna: Purospher® STAR RP-18e (125 mm, 4 mm d.i., 5 um)
— Temperatura de la columna: 40 °C
— Fase movil:
* Fase A: disolucion acuosa de 4cido acético (1 % v/v)
= Fase B: etanol
— Modo: gradiente (Tabla 4.2)
— Caudal: 0.5 mL min?
— Longitud de onda: 250 nm

Tabla 4.2. Programa de elucion en gradiente.
Tiempo (min) Fase A (% v/v) Fase B (% v/v)

0.0 87 13
3.0 87 13
3.1 0 100
6.0 0 100
6.1 87 13
12.0 87 13

RESULTADOS

Estudio de las variables cromatograficas

Se estudio el efecto de la composicion de la fase mévil y la temperatura de
la columna.

Composicion de la fase movil

Como fase mdvil se usé una disolucion de acido acético en agua desionizada
(1 % v/v) y etanol como modificador orgdnico. Se ensayaron diferentes
proporciones de etanol (0-25 %), obteniendo los mejores resultados con un
13 % de etanol, por lo que se selecciond esta mezcla para la primera etapa
del programa de elucidon en gradiente. Tras esto, se incremento el contenido
de etanol para eluir los compuestos menos polares del extracto de muestra
inyectado. Finalmente, se recuperaron las condiciones iniciales.
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Temperatura de la columna

Se observé un ligero estrechamiento del pico cromatografico del analito y
una disminucién en su tiempo de retencidn al aumentar la temperatura de
la columna. Se ensayaron temperaturas entre 30 y 50 °C, seleccionandose
una temperatura de 40 °C.

Estudio de variables en la semi-microextraccion con formacion de emulsion
asistida por vértice (VAESME)

En la preparacion de las muestras cosméticas, se llevdé a cabo la VAESME
como procedimiento de disolucion y extraccién de la muestra en una Unica
etapa, empleando una mezcla de hexano y etanol como disolvente de la
muestra y agua desionizada como disolvente de extraccién. Al agitar la
mezcla mediante vortice se forma una microemulsién, debido a la
inmiscibilidad entre hexano y agua, en la que el etanol actia como
dispersante. Esta microemulsion permite incrementar la superficie de
contacto entre las fases, mejorando la eficiencia de la extracciéon y
reduciendo el tiempo necesario para alcanzar el equilibro. En este sentido,
se estudid la influencia de los volumenes de hexano, etanol y agua
empleados, asi como el tiempo de extraccién.

Volumen de disolventes

Se ensayaron diferentes volimenes de hexano (1, 2 y 3 mL), etanol (0.5, 1y
1.5 mL) y agua desionizada (0.5, 1y 1.5 mL).

Los volumenes de hexano y etanol considerados fueron los minimos
necesarios para poder dispersar una cantidad adecuada de muestra (0.1 g),
reduciendo asi el consumo de disolventes organicos. Se observd que el
volumen de hexano no influyé significativamente en el proceso de
extraccién, por lo que se selecciond 1 mL. Respecto a los volumenes de
etanol y agua desionizada, los resultados obtenidos se muestran en la Figura
4.1. Como puede verse, se obtuvo la mayor sefial analitica empleando 0.5 mL
de ambos disolventes, al conseguir una mayor concentracién de analito en
un volumen de extracto menor.
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Figura 4.1. Curva de respuesta entre la sefial analitica frente a los
volimenes de agua y etanol empleados en la VAESME.

Tiempo de extraccion

Se ensayaron 10, 30, 60 y 120 s de agitaciéon en vortice como tiempo de
extraccién. No se observaron diferencias significativas, por lo que se
selecciond el tiempo mas breve, 10 s, para formar la microemulsién.

Parametros analiticos del método propuesto
Linealidad

La linealidad estudiada alcanzé al menos 125 pg mL?, obteniéndose
coeficientes de determinacidn elevados (R? >0.9990).

Limites de deteccion y cuantificacion

Los valores obtenidos para los limites de deteccion (3 S,/b) y cuantificacion
(10S,,/b) instrumentales, siendo S,/ la desviacidn estandar de los residuales
y b la pendiente de la recta de calibrado, fueron 0.9 y 2.7 pg mL?,
respectivamente. Considerando el procedimiento experimental, los limites
de deteccidn y cuantificacion del método fueron 9y 27 ug g en muestra,
respectivamente.
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Factor de enriquecimiento

El factor de enriguecimiento, definido como EF=Ce/Co donde Cex es la
concentracién de analito en el extracto y Cp es la concentraciéon en la
disolucion inicial antes de la extraccién, fue 1.7 £ 0.1.

Rendimiento de extraccion

Considerando el factor de enriquecimiento y teniendo en cuenta el
procedimiento experimental (EFma= 1.5), el rendimiento de extraccion
obtenido fue 113 + 7 %.

Repetibilidad

La repetibilidad fue evaluada aplicando el procedimiento completo a cinco
réplicas de disoluciones patron conteniendo el analito a dos niveles de
concentracion (5 y 100 pg mL?), en una misma sesién de trabajo para la
repetibilidad intra-dia y en diferentes sesiones de trabajo para la
repetibilidad inter-dia. Los resultados obtenidos, mostrados en la Tabla 4.3,
revelan que se alcanzd una buena precision (RSD <10.9 %).

Tabla 4.3. Estudio de la repetibilidad.
Repetibilidad intra-dia (RSD, %) ® Repetibilidad inter-dia (RSD, %) 2
5 pg mL? 100 pg mL? 5 pg mL? 100 pg mL?
6.7 2.2 10.9 3.9
2 Desviacion estandar relativa (RSD, %), n = 5.

Exactitud

Se elaboré y analizé en el laboratorio una crema cosmética conteniendo una
cantidad conocida del analito (especificamente, 0.1 % m/m) de acuerdo al
protocolo detallado en el Anexo 4.1. El resultado obtenido fue de 0.099 *
0.001 % m/m. Por tanto, el error relativo de la determinacion fue inferior al
1.5 %, mostrando la exactitud del método propuesto.

Anadlisis de muestras

Los resultados obtenidos en el andlisis de las dieciocho muestras cosméticas
comerciales se muestran en la Tabla 4.4. En todos los casos se obtuvo una
buena resolucién cromatografica del analito frente a otros compuestos
polares procedentes de la matriz de las muestras que también fueron
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extraidos y detectados. En la Figura 4.2 se muestran, a modo de ejemplo,
algunos de los cromatogramas obtenidos.

Tabla 4.4. Resultados obtenidos en el analisis de muestras comerciales.

Muestra® Concentracion (% m/m) Muestra® Concentracion (% m/m)

A 0.025 +0.002 J 0.029 £ 0.002
B 0.008 + 0.001 K 0.030 £ 0.001
C 0.007 +0.001 L 0.020 + 0.001
D 0.011 +0.001 M 0.042 +0.001
E 0.029 + 0.001 N 0.041 +0.001
F 0.028 £ 0.001 0] 0.019+0.001
G 0.013 £ 0.001 P 0.043 £ 0.001
H 0.022 +0.001 Q 0.042 +0.001
| 0.026 + 0.001 R 0.037 +0.001

@ A-K: cremas hidratantes; L-P: champus; Q, R: geles de bafio.

Estudio del efecto matriz

Para estudiar el efecto matriz se prepararon disoluciones de tres muestras
de diferente forma cosmética y se fortificaron con el analito a dos niveles de
concentracion (5 y 100 pg mLY). Los coeficientes de recuperaciéon obtenidos
(Tabla 4.5), entre 91 y 104 %, indicaron que no existid un efecto matriz
significativo.

Tabla 4.5. Estudio del efecto matriz.
Coeficiente de recuperacion (%)

Muestra ?
5 pug mL?! 100 pg mL?!
A 101+1 91+1
N 94 +2 92+1
R 104 +£3 96 +2

@ A: crema hidratante; N: champu; R: gel de bafio.
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Figura 4.2. Cromatogramas obtenidos aplicando el método propuesto
a las muestras: (a) muestra A (crema hidratante), (b) muestra N
(champu) y (c) muestra R (gel de bafio).
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CONCLUSIONES

El bronopol es un conservante autorizado cuya concentracién mdaxima se
encuentra restringida, de acuerdo al Anexo V del Reglamento Europeo sobre
los productos cosméticos. En este capitulo:

— Se ha desarrollado y validado un nuevo método analitico para la
determinacion de bronopol en productos cosméticos.

— El'método propuesto se basa en la semi-microextraccién con formacidn
de emulsion asistida por vartice (VAESME), que permite la dispersion de
la muestra y la extraccion del analito en una Unica etapa, seguida de LC-
UV/Vis.

— ElI método propuesto es aplicable a diferentes tipos de muestras
cosmeéticas, con matrices hidrofilicas y lipofilicas.

— El método propuesto es util para llevar a cabo el control de calidad de
los productos cosméticos, por sus buenas prestaciones analiticas,
ademas de su sencillez, rapidez y asequibilidad.

— El método propuesto es seguro para el operador y respetuoso con el
medio ambiente, ya que sdélo se utilizan pequefios volimenes de
disolventes organicos, siguiendo los principios de la Quimica Analitica
Ecoldgica.
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En el desarrollo de este capitulo se preparé a escala de laboratorio una crema
cosmética conteniendo el conservante bronopol para llevar a cabo el estudio
de exactitud descrito anteriormente. A continuacion, se detallan los
ingredientes empleados, asi como la composicién y el modo de preparacion
de esta formulacion cosmética.

Ingredientes

Aceite de aguacate: mezcla natural de acidos grasos saturados, oleico y
linoleico, muy rica en vitaminas A, Bi, B, D y E. Actla principalmente
como emoliente.

Base PFC o/w: crema base que permite la elaboracion de emulsiones
aceite/agua compuesta por una mezcla de miristato de miristilo, alcohol
cetilico, laureato de monoglicerilo, octanoato de cetearilo, miristato de
isopropilo y otros componentes de naturaleza lipofila.

Dimeticona 350: mezcla de siliconas entre las que se encuentra el
dimetilsiloxano. Entre sus funciones destaca favorecer la formacién de
emulsiones, proporcionar una mayor untuosidad y suavidad en la
aplicacion del producto y actuar como vehiculo de los componentes
activos.

Hidroviton®: mezcla de aminoacidos, lactato sédico, urea, alantoina,
alcoholes y cloruro sddico, cuya funcidn es hidratar la piel.

Fenonip®: mezcla de parabenos y fenoxietanol que actua como
conservante.

Propilenglicol: agente emoliente que actia como humectante,
impidiendo la desecacidn de la capa cérnea de la piel.

Adicionalmente, se empled como ingrediente cosmético el patron comercial
de bronopol (98 %).
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Formulacién

Fase A: Base PFC o/w 20%
Aceite de aguacate 5%
Dimeticona 350 5%
Fase B: Propilenglicol 5%
Hidrovitdn® 4%
Bronopol 0.1%
Agua c.s.p. 100 %
Fase C: Fenonip® 0.5%

Elaboraciéon

En primer lugar, se pesan los componentes de las fases Ay B en sendos vasos
de precipitados, se tapan con un vidrio de reloj y se sumergen en un bafio de
agua caliente (70 °C) hasta que la fusion de la fase A sea completa.
Posteriormente, se vierte lentamente y bajo agitacién constante la fase B
sobre la fase A. A continuacion, se retira el vaso de precipitados del bafio
caliente y, sin cesar la agitacion, se deja enfriar hasta temperatura ambiente.
Finalmente, se adiciona la fase C y se mantiene la agitacion hasta conseguir
la completa homogenizacion.
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DETERMINACION DE FORMALDEHIDO LIBRE EN
PRODUCTOS COSMETICOS QUE CONTIENEN
CONSERVANTES DADORES DE FORMALDEHIDO MEDIANTE
MICROEXTRACCION LiQUIDO-LIQUIDO DISPERSIVA EN
FASE REVERSA Y CROMATOGRAFIA DE LIQUIDOS CON
DERIVATIZACION POST-COLUMNA

El contenido de este capitulo ha sido publicado en el articulo Determination of free
formaldehyde in cosmetics containing formaldehyde-releasing preservatives by
reversed-phase dispersive liquid-liquid microextraction and liquid chromatography
with post-column derivatization, Journal of Chromatography A 1543 (2018) 34-39; y
presentado en forma de cartel en el 19" International Symposium on Advances in
Extraction Technologies, Santiago de Compostela (2017).






Capitulo 5

INTRODUCCION

Objetivo

El objetivo de este capitulo ha sido desarrollar y validar un método analitico
para la determinacidn de formaldehido en productos cosméticos que
contienen conservantes dadores de formaldehido en su formulacidn,
empleando microextraccion liquido-liquido dispersiva en fase reversa (RP-
DLLME) y LC-UV/Vis con derivatizacidn post-columna.

Compuesto estudiado

— Formaldehido.

Tabla 5.1. Informacién sobre el compuesto estudiado.
Estructura quimica Ndmero CAS M, (g mol?) pK.? log Kopw?
@]

J_L 50-00-0 30.03 13.27 0.35

H” H

@ Calculado mediante el software Advanced Chemistry Development
(ACD/Labs) V11.02 (©1994-2019 ACD/Labs).

Resumen

Se ha desarrollado y validado un nuevo método analitico para determinar
formaldehido a nivel de trazas en cosméticos que contienen conservantes
dadores de formaldehido, tales como diazolidinil urea, imidazolidinil urea,
DMDM hidantoina y bronopol, que liberan formaldehido paulatinamente. El
método se basa en RP-DLLME, cuyo procedimiento se detallé en el Capitulo
2, y LC-UV/Vis con derivatizacién post-columna, siguiendo la reaccion de
Hantzsch (Figura 5.1). El método presentd un factor de enriquecimiento de
86 + 2, un limite de deteccién de 30 ng g y buena repetibilidad (RSD <9.2 %).
Finalmente, se aplicé al analisis de ocho muestras cosméticas comerciales
conteniendo diferentes conservantes dadores de formaldehido obteniendo
coeficientes de recuperacion cuantitativos (91-113 %).

o o]
o} 0] o}
H3C CH
HaC CH H” ™H He” N s
H

Figura 5.1. Esquema de la reaccion de Hantzsch.
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PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

Instrumentacion

— Cromatdgrafo de liquidos con detector de espectrofotometria UV/Vis.

— Reactor post-columna: tubo de PTFE enroscado (5 m, 0.3 mm d.i.), en
bafio de agua (ver Figura 5.2).

— Bomba auxiliar de alta presidn, agitador de vortice, centrifuga y pH-
metro.

() e,

Reactor post-columna

Bomba
auxiliar

Figura 5.2. Diagrama del sistema cromatografico con reactor post-columna.

Reactivos

— Formaldehido (37 % m/v) en agua (10-15 % metanol), estandarizado
mediante yodometria, como patrén.

— Acetilacetona (pentano-2,4-diona), 4cido acético y acetato amodnico
como reactivo derivatizante.

— Sulfato de magnesio anhidro como desecante.

— Dihidrégeno fosfato sédico para la preparacion de la fase movil.

— Acetonitrilo, tolueno y agua desionizada como disolventes para la
preparacion de muestras y patrones.

Muestras

Una crema hidratante (muestra A), una mascarilla capilar (muestra B) y un
champu (muestra C) conteniendo diazolidinil urea; un gel reductor (muestra
D) y un gel refrescante (muestra E) conteniendo bronopol; un champu
(muestra F) conteniendo DMDM hidantoina; y dos jabones de manos
(muestras G, H) conteniendo DMDM hidantoina e imidazolidinil urea.
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Método propuesto

Preparacion de patrones

Se prepard una disolucidn patrén en acetonitrilo conteniendo 1000 pg mL?
de formaldehido. A partir de ésta, se prepard una disolucidon patrén
conteniendo 1 pg mL?! de formaldehido en tolueno. Finalmente, se
prepararon disoluciones patrén de trabajo, entre 10 y 50 ng mL?, en tolueno.

Para la RP-DLLME, 5 mL de cada disolucién patron fueron transferidos,
respectivamente, a tubos de punta cdnica conteniendo 0.4 g de sulfato de
magnesio anhidro como desecante. Cada tubo se agité mediante vdrtice
durante 1 min, se centrifugd (6000 rpm, 5 min) y los sobrenadantes se
transfirieron a nuevos tubos. A continuacion, en cada uno de ellos se inyectd
rapidamente una mezcla de 500 pL de acetonitrilo y 50 pL de agua
desionizada. Una vez formada la microemulsidn, se centrifugaron (6000 rpm,
5 min) para separar las fases y finalmente se recogieron las fases
sedimentadas (ca. 40 uL) para el andlisis cromatografico.

Preparacion de muestras

Las muestras se prepararon, por triplicado, pesando 0.01-0.1 g en un vial de
vidrio conteniendo 0.4 g de sulfato de magnesio anhidro y se mezcld hasta
obtener un sélido homogéneo. A continuacidn, la mezcla se transfirié a un
tubo de punta cdnica al que se afiadieron 5 mL de tolueno. Posteriormente,
se agitd por vdrtice durante 1 min, se centrifugd (6000 rpm, 5 min) y el
sobrenadante se transfirid a un nuevo tubo. Finalmente, se llevé a cabo la
RP-DLLME de la forma descrita para la preparacién de los patrones. En la
Figura 5.3 se muestra un diagrama del procedimiento experimental.

500 JLACN
+50 pL H,0
Se transfiere el H
Agitacion sobrenadante a "I | Fase
por vortice  Centrifuga un nuevo tubo Centrifuga sedimentada  Apalisis
_
6000 rpm 6000 rpm LC-UViVis
5 min 5 min
0.01-0.1 g muestra/0.4 g MgSO, Microemulsion
+5 mL tolueno - ~ -
RP-DLLME

Figura 5.3. Esquema del procedimiento experimental propuesto.
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Andlisis cromatogrdfico

— Volumen de inyeccion: 20 uL

— Columna: LiChrospher® 100 RP-18 (250 mm, 4 mm d.i., 5 um)

— Temperatura de la columna: 35 °C

— Fase movil: tampdn fosfato 6 mM, pH 2

— Modo: isocratico

— Caudal: 1 mL min?

— Reactivo post-columna: acetilacetona (0.5 % v/v), acetato amodnico (6.25
% m/v) y acido acético (0.75 % v/v) en agua desionizada

— Temperatura del reactor post-columna: 85 °C en bafio de agua

— Caudal auxiliar: 1 mL min

— Longitud de onda: 407 nm

RESULTADOS

Estudio de variables en la microextraccion liquido-liquido dispersiva en fase
reversa (RP-DLLME)

Se estudid el efecto de la naturaleza de los disolventes de soporte vy
dispersante, asi como los volimenes empleados de disolvente dispersante y
de agua como disolvente extractante.

Naturaleza del disolvente de soporte

Para llevar a cabo la RP-DLLME es necesario un disolvente organico que sirva
de soporte para formar la microemulsion. Este disolvente debe ser inmiscible
en agua y tener menos densidad para facilitar la posterior recoleccién de la
fase acuosa sedimentada. Ademas, su toxicidad debe ser la menor posible.
Por este motivo se selecciond tolueno como disolvente de soporte al ser una
alternativa menos tdxica que otros posibles disolventes, como cloroformo o
diclorometano, siendo éstos ademds poco deseables por su mayor densidad.
Por otra parte, se descarté el uso de acetato de etilo por no formar la
microemulsién y de hexano por no favorecer la separacion de fases.
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Naturaleza del disolvente dispersante

El disolvente dispersante debe ser miscible tanto con el disolvente de
soporte (tolueno) como con el disolvente extractante (agua desionizada). Se
ensayaron acetonitrilo, acetona y etanol.

Para ello, se inyectaron mezclas de 125 pL de agua desionizada y 750 pL del
disolvente dispersante en 5 mL de tolueno conteniendo 10 ng mL? del
analito. Se observd que no fue posible formar la microemulsién al emplear
etanol, por lo que se descarté. Al usar acetona se observd una interferencia
en el posterior analisis cromatografico, por lo que también se descarté.
Finalmente, se selecciond acetonitrilo, con el que se obtuvieron buenos
resultados.

Volumen de disolvente dispersante

Se ensayaron mezclas de 50 plL de agua desionizada y diferentes volimenes
de acetonitrilo, entre 100 y 750 puL. Con volimenes inferiores a 500 pL no se
formd la microemulsidon, mientras que no se observaron diferencias
significativas al utilizar volUmenes superiores (Figura 5.4). Por tanto, se
seleccionaron 500 pL de acetonitrilo como volumen de disolvente
dispersante.

120
100 A

80 -

40 A

Sefial analitica relativa (%)
[e2)
o

500 pL 750 pL
Volumen (uL)

Figura 5.4. Estudio del volumen de disolvente dispersante.

Volumen de disolvente extractante

Se ensayaron mezclas de 500 pL de acetonitrilo y diferentes voliumenes de
agua desionizada, entre 50 y 150 puL. Como se observa en la Figura 5.5, los
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mejores resultados se obtuvieron con 50 pL de extractante, ya que se
produjo una disminucidn progresiva de la sefial analitica con volumenes
superiores debido al efecto de la dilucién.

120 +

100 A

60
40 -
i1l
0 . . . .
50 75 100 125 150

Volumen (uL)

Sefial analitica relativa (%)

Figura 5.5. Estudio del volumen de disolvente extractante.

Estudio del pretratamiento de la muestra

Se observd que una simple agitacién no era suficiente para dispersar
eficazmente la muestra cosmética en el disolvente organico de soporte,
debido a que las muestras contienen agua. Ademas, de esta forma no se
obtendrian resultados fiables, ya que el volumen del extracto obtenido no se
corresponderia con el volumen de agua empleado como extractante, sino
que contendria también el agua procedente de la muestra. Por ello, se
propuso el uso de un desecante y se estudié la influencia de su naturaleza y
la cantidad utilizada.

Por otro lado, se observd una disminucién en la sefial analitica obtenida al
utilizar desecante antes de la RP-DLLME, posiblemente debido a que el
analito se adsorbia parcialmente sobre su superficie. Por este motivo, se
realizé el mismo tratamiento en la preparacion de patrones.

Naturaleza del desecante

Se ensayaron 0.1 g de sulfato de sodio anhidro, sulfato de magnesio anhidro
y silice como desecantes antes de la RP-DLLME, empleando disoluciones
patron (25 ng mLY). La sefial analitica se comparé con la proporcionada por
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una disoluciéon patrén de la misma concentracidn en la que no se usé
desecante. Como se observa en la Figura 5.6, los mejores resultados se
obtuvieron con los sulfatos anhidros de sodio y de magnesio. Finalmente, se
selecciond la sal de magnesio porque actia mds rapidamente.

120 4

100 +

80 -
60 -
40 -
20 -
0 - . . .

sin desecante SiO» Na,S0, MgSQO,

Sefial analitica relativa (%)

Figura 5.6. Estudio de la naturaleza del agente desecante.

Cantidad de desecante

Se analizd una muestra exenta de formaldehido segun el método propuesto
cuya disolucién en tolueno se fortific con el analito (25 ng mL?), ensayando
diferentes cantidades de desecante, entre 0.1 y 0.5 g. Se evaluaron los
coeficientes de recuperacion y los mejores resultados se obtuvieron con 0.4
g de desecante, como se observa en la Figura 5.7.

120 +

100 +

80 -+
60 -
40 4
ol
0 - T T T T
0,1 0,2 0,3 0,4 0,5

Masa MgSO, (g)
Figura 5.7. Estudio de la cantidad de desecante.

Recuperacion (%)
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Estudio de interferencias con conservantes dadores de formaldehido

Para comprobar la ausencia de interferencias debidas a la presencia de
conservantes dadores de formaldehido en las muestras, se estudid la
influencia de bronopol, diazolidinil urea, imidazolidinil urea, quaternium-15
y DMDM hidantoina. Individualmente, se prepararon disoluciones de los
conservantes en agua y se inyectaron en el sistema cromatografico. No se
observaron picos cromatograficos para ninguno de ellos en las condiciones
seleccionadas. Ademads, se prepararon disoluciones de los conservantes en
tolueno y se analizaron mediante RP-DLLME aplicando el método propuesto.
Del mismo modo, no se obtuvieron picos cromatograficos en ningun caso,
confirmando la ausencia de interferencias producidas por la presencia de
estos compuestos.

Parametros analiticos del método propuesto
Linealidad

La linealidad estudiada alcanzé al menos 100 pg mL?, obteniéndose
coeficientes de determinacidn elevados (R? >0.9990).

Limites de deteccion y cuantificacion

Los valores obtenidos para los limites de deteccidn (3 S/N) y cuantificacion
(10 S/N) instrumentales, siendo S/N la relacion sefial-ruido, fueron 0.7 y 2 ng
mL?, respectivamente. Considerando el procedimiento experimental, los
limites de deteccidn y cuantificacién del método fueron 30y 110 ng g* en
muestra, respectivamente.

Factor de enriquecimiento

El factor de enriguecimiento, definido como EF=C./Co donde Cex es la
concentracién de formaldehido en el extracto y Cp es la concentracion de
formaldehido en la disolucién de tolueno, fue 86 + 2.

Rendimiento de extraccion

Considerando el factor de enriquecimiento y teniendo en cuenta el
procedimiento experimental (EFmex= 100), el rendimiento de extraccion
obtenido fue 86 £ 2 %.
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Repetibilidad

La repetibilidad del método propuesto se evalué aplicando el procedimiento
completo a diez réplicas de disoluciones patrén conteniendo el analito a tres
niveles de concentracion (10, 25y 50 ng mL™) en una misma sesién de trabajo
para la repetibilidad intra-dia y en diferentes sesiones de trabajo para la
repetibilidad inter-dia. Los resultados obtenidos, mostrados en la Tabla 5.2,
revelan que se alcanzoé una buena precision (RSD <9.2 %).

Tabla 5.2. Estudio de la repetibilidad.

Repetibilidad intra-dia (RSD, %) ® Repetibilidad inter-dia (RSD, %) ?
10ngmL! 25ngmL! 50ngmL! 10ngmL! 25ngmL?! 50ngmL?
4.7 1.9 4.5 9.2 6.9 6.3

2 Desviacion estandar relativa (RSD, %), n = 10.

Andlisis de muestras

El andlisis de las muestras cosméticas comerciales reveld la presencia de
formaldehido en siete de las ocho muestras analizadas en niveles de pg g*.
Estos resultados se muestran en la Tabla 5.3. En la Figura 5.8 se muestran, a
modo de ejemplo, algunos de los cromatogramas obtenidos.

a)

Absorbancia (mUA)
")

0 1 2 3 4
Tiempo (min)

Figura 5.8. Cromatogramas obtenidos aplicando el método propuesto a una
crema cosmética (muestra A): (a) fortificada en disolucién con 25 ng mLty
(b) sin fortificar.
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Tabla 5.3. Concentraciéon de formaldehido (ug g?) y coeficientes de recuperacion (%)
obtenidos en el analisis de muestras comerciales.

Ingrediente dador Concentracion  Coeficiente de recuperacion (%)

Muestra * de formaldehido (ngg?) 10 ng mL1! 25 ng mL?
A Diazolidinil urea 9.7+0.3 93+9 91+6
B Diazolidinil urea 145+0.2 997 109t6
C Diazolidinil urea 5.1+0.1 101+5 98 +4
D Bronopol n.d. 1058 95+7
E Bronopol 3.6+0.1 96+2 104 +7
F DMDM hidantoina 13.0x0.5 113+8 1025
G DMDM hidantoina, 245+0.3 98+7 104 +4
imidazolidinil urea
H DMDM hidantoina, 22.1+0.2 110+9 99+6

imidazolidinil urea

@ A: crema hidratante; B: mascarilla capilar; C, F: champus; D: gel reductor; E: gel
refrescante; G, H: jabones de manos.
n.d.: no detectado.

Estudio del efecto matriz

Para validar la exactitud del método propuesto se prepararon disoluciones
de las muestras, se fortificaron con el analito a dos niveles de concentracion
(10 y 25 ng mL?Y) y se evaluaron los coeficientes de recuperacién. Los
resultados obtenidos (Tabla 5.3), comprendidos entre 91 y 113 %, indicaron
gue no existié un efecto matriz significativo.

CONCLUSIONES

El formaldehido es un conservante autorizado cuya concentracién maxima
se encuentra restringida de acuerdo al Anexo V del Reglamento Europeo
sobre los productos cosméticos. Ademads, ha sido relacionado con la
dermatitis de contacto, por lo que los fabricantes lo han sustituido por otros
conservantes que actlan liberando formaldehido lentamente. En este
capitulo:

— Se ha desarrollado y validado un nuevo método analitico para la
determinacidn a nivel de trazas de formaldehido libre en productos
cosméticos que contienen conservantes dadores de formaldehido.
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— El método propuesto se basa en la microextraccion liquido-liquido
dispersiva en fase reversa (RP-DLLME) seguida de LC-UV/Vis con
derivatizacién post-columna.

— El método propuesto permite llevar a cabo la determinacién en
diferentes tipos de muestras cosméticas, con matrices hidrofilicas y
lipofilicas.

— El método propuesto es sensible, exacto y preciso, ademas de sencillo,
rapido y asequible, por lo que es adecuado para llevar a cabo el control
de calidad de los productos cosméticos que contienen este tipo de
conservantes.
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CAPITULO 6

DETERMINACION DE HIDROXIETOXIFENIL BUTANONA EN
PRODUCTOS COSMETICOS MEDIANTE LIXIVIACION
ASISTIDA POR ULTRASONIDOS Y CROMATOGRAFIA DE
LiQUIDOS

El contenido de este capitulo ha sido publicado en el articulo A green and rapid
analytical method for the determination of hydroxyethoxyphenyl butanone in
cosmetic products by liquid chromatography, Cosmetics 5 (2018) 44; y presentado
en forma de cartel en la XX/l Reunion de la Sociedad Espafiola de Quimica Analitica,
Valladolid (2019).






Capitulo 6

INTRODUCCION

Objetivo

El objetivo de este capitulo ha sido desarrollar y validar un método analitico
rapido y sencillo que permita llevar a cabo la determinacién de
hidroxietoxifenil butanona en productos cosméticos, empleando LC-UV/Vis.

Compuesto estudiado
— Hidroxietoxifenil butanona (HEPB)

Tabla 6.1. Informacién sobre el compuesto estudiado.

Estructura quimica Nimero CAS M, (gmol?) pK,? log Ko ?®
(0]

o
~ 569646-79-3 208.25 10.19 1.68

OH
@ Calculado mediante el software Advanced Chemistry Development
(ACD/Labs) V11.02 (©1994-2019 ACD/Labs).

Resumen

Se ha desarrollado y validado un método analitico para la determinacion de
HEPB, compuesto empleado en los Ultimos afios como conservante
alternativo en los productos cosméticos. El método se basa en la lixiviacidén
del analito asistida por ultrasonidos, seguida de su determinacién por LC-
UV/Vis. El método fue validado empleando las condiciones seleccionadas con
un limite de deteccidn de 30 pg g2, buenos coeficientes de recuperacion (86-
103 %) y repetibilidad (RSD <4.7 %). Finalmente, se analizaron siete
productos cosméticos comerciales con matrices hidrofilicas y lipofilicas,
como cremas hidratantes, protectores solares, champus, jabones de manos
y bases de maquillaje. Ademas, se analizé una muestra cosmética preparada
en el laboratorio conteniendo cantidades conocidas del analito. Los
pardmetros analiticos del método propuesto, junto con su sencillez e
inocuidad, hacen que sea de gran utilidad en el control de calidad de los
productos cosméticos.
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PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

Instrumentacion

— Cromatdgrafo de liquidos con detector de espectrofotometria UV/Vis.
— Bafio de ultrasonidos.

Reactivos

— HEPB (95 %) como patrén.

— Agua desionizada como disolvente en la preparacion de muestras y
patrones.

— Etanol y acido acético como disolventes para la preparacién de la fase
maévil.

Muestras

Dos jabones de manos liquidos (muestras A, B), un champu (muestra C), dos
protectores solares (muestras D, E), una crema hidratante (muestra F) y una
base de maquillaje (muestra G).

Adicionalmente, se prepard a escala de laboratorio una crema cosmética
conteniendo HEPB (muestra H, ver protocolo de elaboracion en Anexo 6.1).

Método propuesto

Preparacion de patrones

Se prepard una disolucién patréon en agua desionizada conteniendo 500 ug
mL? de HEPB en agua desionizada. A partir de ésta, se prepararon
disoluciones patrén de trabajo, entre 1y 100 ug mL?, en el mismo disolvente.

Preparacion de muestras

Las muestras se prepararon pesando 0.1 g en un matraz aforado de 10 mLy
enrasando con agua desionizada. A continuacién, el matraz se introdujo en
un bafio de ultrasonidos hasta la completa dispersién de la muestra para
lixiviar el analito. Finalmente, se tomo una alicuota de la disolucidn (filtrando
en caso necesario) para su posterior analisis cromatografico.
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Andlisis cromatogrdfico

— Volumen de inyeccion: 20 uL
— Columna: LiChrospher® 100 RP-18 (250 mm, 4 mm d.i., 5 um)
— Temperatura de la columna: 35 °C
— Fase movil:
* Fase A: disolucion acuosa de 4cido acético (1 % v/v)
= Fase B: etanol
— Modo: isocratico, fase A:fase B (77:23 v/v)
— Caudal: 0.8 mL min?
— Longitud de onda: 279 nm

RESULTADOS

Estudio de las variables cromatograficas

Se estudid el efecto de la composicién y el caudal de la fase movil, la
temperatura de la columna y la longitud de la columna utilizada.

Composicion de la fase movil

Como fase movil acuosa se empled una disolucion de acido acético (1 % v/v)
y como modificador orgdnico se empled etanol. En este sentido, se
ensayaron mezclas con diferentes proporciones, obteniendo los mejores
resultados al emplear 23 % de etanol. Cabe indicar que se prefirid el uso de
etanol frente a otros posibles modificadores organicos, como metanol o
acetonitrilo, por su menor toxicidad.

Caudal

Se ensayaron valores entre 0.5 y 1 mL min?, obteniendo el mejor
compromiso entre retencién y tiempo de andlisis a 0.8 mL min™.

Temperatura de la columna

Se ensayaron temperaturas entre 30 y 50 °C sin observar diferencias
significativas. Se selecciond una temperatura de 35 °C.
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Longitud de la columna

Se compard una columna Purospher® STAR RP-18e (125 mm, 4 mm d.i., 5
pum) con una columna LiChrospher® 100 RP-18 (250 mm, 4 mm d.i., 5 um),
obteniendo la mejor separacidn al emplear esta ultima.

Estudio de variables en la preparacion de muestras

Se llevaron a cabo estudios para encontrar un procedimiento de preparacién
comun para muestras con diferente composicion y forma cosmética. Se
observé que en esta etapa de preparacién no era necesario disolver la
muestra por completo, sino que era suficiente con lixiviar el analito y separar
la fraccion insoluble por filtracién.

Para ello, se ensayaron mezclas de agua desionizada con diferentes
proporciones de etanol (entre 0 y 50 % v/v). Se obtuvieron picos
cromatograficos desdoblados al emplear mezclas con un contenido en etanol
225 %, mientras que no se observaron diferencias significativas para
contenidos menores. Por otro lado, los ensayos de solubilidad mostraron que
la dispersidn de la muestra en agua desionizada mediante agitacién en bafio
de ultrasonidos permite lixiviar el analito, dada su elevada solubilidad en
agua, sin necesidad de emplear disolventes organicos.

Parametros analiticos del método propuesto
Linealidad

La linealidad estudiada alcanzé al menos 100 pug mL?, con coeficientes de
determinacién elevados (R? >0.9997).

Limites de deteccion y cuantificacion

Los valores obtenidos para los limites instrumentales de deteccién (3 S/N) y
cuantificacién (10 S/N), siendo S/N la relacién sefial-ruido, fueron 0.3 y 0.9
ug mL?, respectivamente. Estos valores se corresponden con unos limites de
deteccién y cuantificacién del método de 30 y 90 pg g en muestra,
respectivamente.

Repetibilidad

La repetibilidad fue evaluada aplicando el método propuesto a cinco réplicas
de disoluciones patrén conteniendo HEPB a tres niveles de concentracion (5,
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25y 50 pg mLY) en una misma sesidn de trabajo para la repetibilidad intra-
dia y en diferentes sesiones de trabajo para la repetibilidad inter-dia. Los
resultados obtenidos, mostrados en la Tabla 6.2, revelan que se alcanzé una
buena precision (RSD < 4.7 %).

Tabla 6.2. Estudio de la repetibilidad.

Repetibilidad intra-dia (RSD, %) @ Repetibilidad inter-dia (RSD, %) @
S5pugmL? 25pugmL?! 50pugmL? 5S5pgmL?! 25pugmL?! 50 ug mL?
2.5 0.2 0.9 1.2 1.2 4.7

@ Desviacion estandar relativa (RSD, %), n = 5.

Exactitud

Se prepard en el laboratorio una crema cosmética conteniendo una cantidad
conocida del analito (especificamente, 0.36 %, m/m) de acuerdo al
procedimiento de elaboracidn descrito en el Anexo 6.1. La muestra se analizo
por triplicado y el resultado obtenido fue 0.34 + 0.01 %, m/m. Por tanto, el
error relativo de la determinacién fue inferior al 5.6 %, mostrando que el
método propuesto es exacto.

Andlisis de muestras

En el analisis de las siete muestras cosméticas comerciales solo se detectd
HEPB en la muestra F correspondiente a una crema hidratante, con un
contenido de 0.083 + 0.002 % m/m.

A modo de ejemplo, en la Figura 6.1 se muestran algunos de los
cromatogramas obtenidos.

Estudio del efecto matriz

Para validar la exactitud del método propuesto se prepararon disoluciones
de las muestras, se fortificaron con el analito a tres niveles de concentracion
(5, 25 y 50 pg mL?) y se evaluaron los coeficientes de recuperacién. Los
coeficientes de recuperaciéon obtenidos (Tabla 6.3), entre 86 y 103 %,
mostraron que no existié un efecto matriz significativo.
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Figura 6.1. Cromatogramas obtenidos aplicando el método propuesto a: (a)
disolucidn patrén (25 ug mL?), (b) crema preparada en el laboratorio (muestra
H), (c) crema hidratante (muestra F), (d) protector solar (muestra G) y (e)
protector solar (muestra G) fortificado con 25 pg mL? en disolucién.
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Tabla 6.3. Estudio del efecto matriz.
Coeficiente de recuperacion (%)

Muestra ®
SpugmL!  25pugmL! 50 pug mL?
A 98+4 102+2 101+1
B 1004 100+1 99+1
C 99+1 100+1 99+1
D 97+1 98+1 100+1
E 8912 90+2 87+2
F 103+8 92+5 91+1
G 93+2 90+1 89+2
H 86+ 2 1025 905

2 A, B: jabones de manos; C: champu; D, E: protectores
solares; F: crema hidratante; G: base de maquillaje; H:
crema preparada en el laboratorio.

CONCLUSIONES

La hidroxietoxifenil butanona (HEPB) es un conservante alternativo cuyo uso
en los productos cosméticos no estd regulado. Ademas, el CCSC ha puesto de
manifiesto su posible toxicidad por exposicion prolongada. En este capitulo:

— Se ha desarrollado y validado un nuevo método analitico para la
determinacién de HEPB en productos cosméticos.

— Eltrabajo presentado en este capitulo es el primer método publicado en
la bibliografia analitica que propone esta determinacion.

— El método se basa en la simple lixiviacion del analito asistida por
ultrasonidos seguida de LC-UV/Vis.

— El'método propuesto permite el analisis en diferentes tipos de muestras
cosmeéticas, con matrices hidrofilicas y lipofilicas.

— Las buenas prestaciones analiticas del método propuesto, ademas de su
sencillez, rapidez y asequibilidad, hacen que sea Uutil para llevar a cabo
el control de calidad de los productos cosméticos.

— El método propuesto es inocuo para el operador y el medio ambiente,
de acuerdo a los principios de la Quimica Analitica Ecoldgica, ya que no
se utiliza ningln disolvente organico durante la etapa de preparacion de
muestras.
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Anexo 6.1

Protocolo de elaboracion de la formulacion cosmética
empleada en este capitulo







Capitulo 6

En el desarrollo de este capitulo se preparé a escala de laboratorio una crema
cosmética conteniendo hidroxietoxifenil butanona (HEPB) para llevar a cabo
el estudio de exactitud descrito anteriormente. A continuacidn, se detallan
los ingredientes empleados, asi como la composicion y el modo de
preparacion de esta formulacién cosmética.

Ingredientes

Aceite de aguacate: mezcla natural de acidos grasos saturados, oleico y
linoleico, muy rica en vitaminas A, Bi, B, D y E. Actla principalmente
como emoliente.

Base PFC o/w: crema base que permite la elaboracion de emulsiones
aceite/agua compuesta por una mezcla de miristato de miristilo, alcohol
cetilico, laureato de monoglicerilo, octanoato de cetearilo, miristato de
isopropilo y otros componentes de naturaleza lipofila.

Dimeticona 350: mezcla de siliconas entre las que se encuentra el
dimetilsiloxano. Entre sus funciones destaca favorecer la formacién de
emulsiones, proporcionar una mayor untuosidad y suavidad en la
aplicacion del producto y actuar como vehiculo de los componentes
activos.

Hidroviton®: mezcla de aminoacidos, lactato sédico, urea, alantoina,
alcoholes y cloruro sddico, cuya funcidn es hidratar la piel.

Fenonip®: mezcla de parabenos y fenoxietanol que actua como
conservante.

Propilenglicol: agente emoliente que actia como humectante,
impidiendo la desecacidn de la capa cérnea de la piel.

Adicionalmente, se empled como ingrediente cosmético el patréon comercial
de HEPB (95 %).
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Formulacién

Fase A: Base PFC o/w 20%
Aceite de aguacate 5%
Dimeticona 350 5%
Fase B: Propilenglicol 5%
Hidrovitdn® 4%
HEPB 0.4%
Agua c.s.p. 100 %
Fase C: Fenonip® 0.5%

Elaboraciéon

En primer lugar, se pesan los componentes de las fases Ay B en sendos vasos
de precipitados, se tapan con un vidrio de reloj y se sumergen en un bafio de
agua caliente (70 °C) hasta que la fusion de la fase A sea completa.
Posteriormente, se vierte lentamente y bajo agitacién constante la fase B
sobre la fase A. A continuacion, se retira el vaso de precipitados del bafio
caliente y, sin cesar la agitacion, se deja enfriar hasta temperatura ambiente.
Finalmente, se adiciona la fase C y se mantiene la agitacion hasta conseguir
la completa homogenizacion.
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CAPITULO 7

DETERMINACION DE CONSERVANTES ALTERNATIVOS EN
PRODUCTOS COSMETICOS MEDIANTE DERIVATIZACION
SEGUIDA DE SEMI-MICROEXTRACCION LiQUIDO-LIQUIDO
ASISTIDA POR VORTICE Y CROMATOGRAFIA DE LIQUIDOS

El contenido de este capitulo ha sido publicado en el articulo Determination of
alternative preservatives in cosmetics products by chromophoric derivatization
followed by vortex-assisted liquid-liquid semimicroextraction and liquid
chromatography, Talanta 154 (2016) 1-6; y presentado en forma de cartel en el 18
International Symposium on Advances in Extraction Technologies & 22"
International Symposium on Separation Sciences, Torun, Polonia (2016).






INTRODUCCION

Objetivo

Capitulo 7

El objetivo de este capitulo ha sido desarrollar y validar un método analitico
que permita la determinacion simultanea de cinco conservantes alternativos
en productos cosméticos, que todavia no estdn regulados por el actual
Reglamento Europeo sobre productos cosméticos, empleando la semi-
microextraccion liquido-liquido asistida por vortice (VALLsME) seguida de LC-

UV/Vis.

Compuestos estudiad

os

— Alcohol fenetilico, 2-feniletanol (PA)
— Metilpropanodiol, 2-metil-1,3-propanodiol (MP)
— Fenilpropanol, 3-fenilpropanol (PP)
— Caprilil glicol, 1,2-octanodiol (CG)

— Etilhexilglicerina, 3-[(2-etilhexil)oxi]-1,2-propanodiol (EG)

Tabla 7.1. Informacion sobre los compuestos estudiados.

r

Analito Estructura quimica Numero CAS Ki.2  log Kow?
q (gmol.l) p a g o/w
OH
PA ©/\/ 60-12-8  122.16 1517 150
MP HO/\|C;\OH 2163-42-0  90.12 1451  -0.74
3
OH
PP W 122-97-4 13619 1504 178
G HSCW\OH 1117-86-8 14623 14.60 154
EG HO/E:\O/D/V\ 70445-33-9 20431 13.67  2.47

@ Calculado mediante el software Advanced Chemistry Development (ACD/Labs) V11.02

(©1994-2019 ACD/Labs).

Resumen

Se ha desarrollado y validado un método analitico para la determinacion
simultdnea de alcohol fenetilico, metilpropanodiol, fenilpropanol, caprilil
glicol y etilhexilglicerina, empleados como conservantes alternativos en
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productos cosméticos. El método propuesto estd basado en la derivatizacién
de los analitos con cloruro de benzoilo (Figura 7.1) para mejorar su respuesta
en el detector de absorcién UV/Vis seguida de VALLSME, cuyo procedimiento
se ha descrito en el Capitulo 2, y LC-UV/Vis. En primer lugar, se estudiaron
las variables cromatograficas, las condiciones de la reaccidn de derivatizacion
y la preparacién de las muestras. Con las condiciones seleccionadas, el
método fue validado con coeficientes de recuperacién cuantitativos (84-118
%), limites de deteccién comprendidos entre 1y 3 ug gy buena repetibilidad
(RSD <9.5 %). Finalmente, se aplicd el método propuesto al andlisis de diez
muestras cosméticas comerciales.

o)
¢l + ROH =——y dLOR + HCI

cloruro de benzoilo alcohol éster
(benzoato)

O

Figura 7.1. Esquema de la reaccidon de derivatizacién con cloruro de benzoilo.

PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

Instrumentacion

— Cromatodgrafo de liquidos con detector de espectrofotometria UV/Vis.
— Agitador de vértice, centrifuga y placa calefactora.

Reactivos

— PP (98 %), CG (98 %), PA (99%), MP (99 %) y EG (98 %) como patrones.

— Cloruro de benzoilo e hidréxido de sodio (NaOH) como reactivos para la
derivatizacion.

— Hexano, acetonitrilo, acido acético y agua desionizada como disolventes
en la preparacion de patrones, muestras y fase movil.

Muestras

Cuatro cremas hidratantes (muestras A-D), dos protectores solares
(muestras E, F) y cuatro geles de bafio (muestras G-H).
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Método propuesto

Preparacion de muestras

Las muestras se prepararon, por triplicado, pesando 0.1 g en un matraz
aforado de 5 mL y se enrasaron con agua desionizada. En caso necesario, la
disolucién se centrifugd v filtré para eliminar los compuestos insolubles. A
continuacién, se tomd una alicuota de 0.5 mL que se transfirié a un matraz
aforado de 5 mL al que se afadieron 1 mL de NaOH 5 M y 20 pL de cloruro
de benzoilo para llevar a cabo la derivatizacion. Después, la mezcla se agité
vigorosamente durante 3 min mediante agitacion en vortice y tras esto se
enrasé con agua desionizada. Posteriormente, la disolucién se trasvasé a un
tubo de punta cdnica y se afiadié 1 mL de hexano para llevar a cabo la
VALLSME (Figura 7.2) durante 30 s. A continuacién, se recogié el
sobrenadante y se transfirié a un vial de inyeccidén cromatografico donde se
evaporé a sequedad sobre una placa calefactora a 60 °C, en vitrina
extractora. Finalmente, se reconstituyd el extracto afadiendo 400 uL de
acetonitrilo.

Disolvente
extractante (hexano)
Agitacion Fase Evaporacién
por vortice Centrifuga sobrenadante a sequedad
> > > ——p> Andlisi
Reconstitucion
Disolucién Microemulsién

acuosade la
muestra

Figura 7.2. Esquema de la semi-microextraccion liquido-liquido asistida por vortice (VALLsME).

Preparacion de patrones

Se prepard una disolucidn patrén en agua desionizada conteniendo 500 ug
mL? de los analitos. A partir de ésta, se prepararon disoluciones patrén de
trabajo, entre 1 y 25 pg mL?%, y se sometieron al mismo proceso de
derivatizacion y extraccion.
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Andlisis cromatogrdfico

— Volumen de inyeccion: 20 uL

— Columna: Purospher® STAR RP-18e (125 mm, 4 mm d.i., 5 um)

— Temperatura de la columna: 30 °C

— Fase movil:
* Fase A: disolucion acuosa de acido acético (0.5 % v/v)
= Fase B: acetonitrilo

— Modo: gradiente (Tabla 7.2)

— Caudal: 1 mL min?

— Longitud de onda: 235 nm

Tabla 7.2. Programa de elucion en gradiente.
Tiempo (min) Fase A (% v/v) Fase B (% v/v)

0.0 40 60
4.0 40 60
10.0 0 100
11.0 0 100
111 40 60
14.0 40 60

RESULTADOS

Estudio de las variables cromatograficas

Se estudio la influencia de la composicidn de la fase mévil y la temperatura
de la columna.

Composicion de la fase movil

Como fase mdvil acuosa se uséd una disolucidon de acido acético en agua
desionizada (0.5 % v/v). Aunque los analitos se encuentran en su forma
neutra en el todo el intervalo de pH compatible con la columna (ver Tabla
7.1), el uso de una disolucién acuosa de 4acido acético como fase movil
permitié mejorar el perfil de los picos cromatograficos, aumentando su
simetria y evitando la aparicion de colas.
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Como modificadores orgdnicos de la fase mévil se ensayaron acetonitrilo y
etanol. Los mejores resultados se obtuvieron al usar acetonitrilo, debido a su
menor absorbancia en la longitud de onda de deteccion (235 nm).
Finalmente, se ensayaron diferentes programas de elucidon en gradiente,
obteniéndose los mejores resultados con el programa indicado
anteriormente.

Temperatura de la columna

Se ensayaron temperaturas entre 30 y 50 °C. No se observaron diferencias
significativas, por lo que se seleccionaron 30 °C. En la Figura 7.3 se muestra
la separacidon cromatografica de los analitos derivatizados.

2000 — cG
—
< 4
)
g 1500 — EG
= i MP
©
S PP
S 1000 —
c PA
(40} —
2
5 500 —|
P —
o
< 0 |

0 2 4 6 8 10 12 14
Tiempo (min)

Figura 7.3. Cromatograma de una disolucién patrén (10 pg mL?).

Estudio de variables en la derivatizacion

Se estudio el efecto del volumen de los reactivos empleados y el tiempo de
reaccion en la etapa de derivatizacidén analizando disoluciones patrén de los
analitos (25 pg mL?).

Volumen de reactivos

Se ensayaron 10, 20 y 30 uL de cloruro de benzoilo combinados con 0.5y 1
mL de NaOH 5 M. En las Figuras 7.4 y 7.5 se muestran los resultados
obtenidos. Como puede observarse, los mejores resultados se obtuvieron
con 20 pL de cloruro de benzoilo y 1 mL de NaOH 5 M.
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Figura 7.4. Estudio del volumen de cloruro de benzoilo. Volumen de NaOH 5 M: 1 mL.

40

20

120 -

R 100

(L]

2

® 80

I

3 60 m0.5mlL
=4

© m1lmL
c

©

‘©

T

[}

w

PA MP PP CG EG

Figura 7.5. Estudio del volumen de NaOH 5 M. Volumen de cloruro de benzoilo: 20 pL.

Tiempo de reaccién

Para asistir la derivatizacidn se utilizd la agitacidn en vortice. Se ensayaron
tiempos de reaccién de 0.5, 1, 2, 3 y 5 min. Como se observa en la Figura 7.6,
la reaccion se completé tras 3 min de agitacion.
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Figura 7.6. Estudio del tiempo de reaccién en la derivatizacion.

Estudio de variables en la semi-microextraccion liquido-liquido asistida por
vortice (VALLsME)

Tras la derivatizacion se llevd a cabo la VALLsME para preconcentrar los
analitos, eliminar posibles interferentes y evitar la degradacién de los
derivados obtenidos. Se estudid la influencia del volumen de extraccion, el
tiempo de extraccion y el volumen de reconstitucion.

Volumen de extraccion

Se ensayaron 0.5, 1y 2 mL de hexano como extractante. Como se observa en
la Figura 7.7, los mejores resultados se obtuvieron con 1 mL de hexano.

120

100 | I I I I I
80
m0.5mL
60
mlmL
40 4 2mL
20
O T T T T T
PA MP PP CG

EG

Sefial analitica relativa (%)

Figura 7.7. Estudio del volumen de extraccidn.

147



Resumen de los resultados experimentales

Tiempo de extraccion

Para incrementar la superficie de contacto entre las fases se empled la
agitacion por voértice. Se ensayaron 10, 30, 60 y 90 s como tiempo de
extraccion. Como se observa en la Figura 7.8, los mejores resultados en
términos de precisién y sensibilidad se obtuvieron tras 30 s de extraccién.

I I I I I
m10s
m30s
m60s
90s
PA MP PP CG EG

Figura 7.8. Estudio del tiempo de extraccion.
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20

Volumen de reconstitucion

Tras la evaporacion de los extractos se reconstituyé con 100, 250, 400 o 500
pL de acetonitrilo. Se seleccioné un volumen de 400 pL para mantener un
buen compromiso entre sensibilidad y precision.

Estudio de la estabilidad de los analitos derivatizados

Durante los ensayos preliminares se analizaron disoluciones de patrones y
muestras tras la derivatizacién, sin llevar a cabo la VALLsME. Se observo que
los derivados formados (ésteres de acido benzoico) eran inestables en el
medio alcalino en el que habia tenido lugar la reaccion, ya que podian
descomponerse por hidrélisis (Figura 7.9).
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O O
OR + OH =——— Q)J\o— + R-OH
éster de acido benzoato alcohol
benzoico

Figura 7.9. Esquema de la reaccién de hidrdlisis de los analitos derivatizados.

La VALLSME permitid mejorar la sensibilidad del método propuesto, pero
también constituyd una forma de estabilizar los analitos derivatizados. A
modo de ejemplo, en la Figura 7.10 se muestra la estabilidad relativa (sefial
analitica / sefial analitica inicial) del PA, tras la VALLSME y sin ella. Para todos
los analitos se observaron comportamientos similares.

1 —-—90—-—=--—-0-—-—-0—-——0——=-0-—_o5 _ — o0—— —0

Estabilidad relativa

0 20 40 60 80 100 120
Tiempo (min)

Figura 7.10. Estabilidad relativa del PA con VALLSME (linea
discontinua) y sin ella (linea continua).

Parametros analiticos del método propuesto
Linealidad

La linealidad estudiada alcanzé al menos 25 pg mL? para todos los analitos,
obteniéndose coeficientes de determinacién elevados (R? > 0.9990).

Limites de deteccion y cuantificacion

La Tabla 7.3 contiene los valores obtenidos para los limites de deteccién (3
S,x/b) y cuantificacién (10 S,4/b) instrumentales, siendo S, la desviacidn
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estandar de los residuales y b la pendiente de la recta de calibrado, asi como
los limites del método (en las muestras) teniendo en cuenta el procedimiento
experimental.

Tabla 7.3. Limites de deteccidn y cuantificacion.
Limites instrumentales Limites del método ¢

Analito LoD @ LoQ®b LoD ? LoQ>’
(mgmL?)  (ugmL?)  (ugg")  (ugge?)
PA 0.03 0.11 1.5 6
MP 0.06 0.19 3 10
PP 0.02 0.06 1 3
cG 0.06 0.18 3
EG 0.02 0.07 1

2LOD: limite de deteccidn (3 S,4/b).
b LOQ: limite de cuantificacion (10 S,/b).
¢ Limites del método calculados para una masa de 0.1 g.

Factores de enriquecimiento

La Tabla 7.4 contiene los valores obtenidos para los factores de
enriquecimiento, definidos como EF=Ce,;/Co donde C. es la concentracion de
analito en el extracto y Gy es la concentracidn inicial antes de la extraccion,
gue estuvieron comprendidos entre 10.7 y 13.6.

Tabla 7.4. Factores de enriquecimiento
y rendimientos de extraccion.

Analito EF? RE (%) ®
PA 13.1+0.9 105+7
MP 13.6+1.2 109+9
PP 12.6+0.7 101+6
CG 11.5+04 92+3
EG 10.7+£0.6 86+1

2@ EF: factor de enriquecimiento.
b RE: rendimiento de extraccion.

Rendimientos de extraccion

Considerando los factores de enriquecimiento y teniendo en cuenta el
procedimiento experimental (EFma= 12.5), los valores obtenidos para los
rendimientos de extraccién estuvieron comprendidos entre 86 y 109 %
(Tabla 7.4).
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Repetibilidad

Se evalud la repetibilidad aplicando el procedimiento completo a diez
réplicas de disoluciones patron conteniendo los analitos a dos niveles de
concentracion (1 y 10 ug mL?) en una misma sesién de trabajo para la
repetibilidad intra-dia y en diferentes sesiones de trabajo para la
repetibilidad inter-dia. Los resultados obtenidos, mostrados en la Tabla 7.5,
indican que se alcanzd una buena precision (RSD <9.5 %).

Tabla 7.5. Estudio de la repetibilidad.
Repetibilidad (RSD, %) @

Analito Intra-dia Inter-dia

1pg mL? 10 pg mL? 1pg mL? 10 pg mL?

PA 3.9 4.7 6.7 6.9
MP 6.2 6.5 8.7 8.4
PP 6.9 6.7 9.5 9.1
CG 6.0 6.2 8.6 8.5
EG 6.8 7.0 9.2 9.3

@ Desviacion estandar relativa (RSD, %), n = 10.

Anadlisis de muestras

Los resultados obtenidos en el analisis de las diez muestras cosméticas
comerciales se muestran en la Tabla 7.6. En la Figura 7.11 se muestran, a
modo de ejemplo, algunos de los cromatogramas obtenidos.

Tabla 7.6. Resultados obtenidos en el analisis de muestras comerciales.
Concentracion (%, m/m)

Muestra ®
PA MP PP CG EG
A n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
B n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
C n.d. n.d. n.d. 0.18 £0.01 n.d.
D n.d. n.d. n.d. 0.065 % 0.005 0.047 £ 0.003
E 0.76 £ 0.07 n.d. n.d. n.d. n.d.
F 0.79 £0.03 n.d. n.d. n.d. n.d.
G nd. 1.88+0.07 0.078+0.005 0.51+0.07 n.d.
H nd. 1.95+0.05 0.084+0.006 0.62+£0.04 n.d.
| nd. 1.72+0.09 0.087 £0.006 0.59 £ 0.02 n.d.
J nd. 1.84+0.05 0.076+0.004 0.55+0.03 n.d.

@ A-D: cremas hidratantes; E, F: protectores solares; G-H: geles de bafio.
n.d.: no detectado.
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Figura 7.11. Cromatogramas obtenidos aplicando el método propuesto a las

muestras: (a) muestra C (crema hidratante), (b) muestra D (crema hidratante),
(c) muestra E (protector solar) y (d) muestra G (gel de bafio).
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Estudio del efecto matriz

Para evaluar la exactitud se prepararon por triplicado disoluciones de cuatro
muestras cosméticas y se fortificaron con los analitos a dos niveles de
concentracion (1y 10 ug mL™). Los coeficientes de recuperacién obtenidos,
que se muestran en la Tabla 7.7, estuvieron comprendidos entre 84y 118 %,
indicando que no se dio un efecto matriz significativo.

Tabla 7.7. Estudio del efecto matriz.

Concentracion Coeficiente de recuperacion (%)
Muestra? fortificada
(ng mL) PA MP PP CG EG
A 1 102 +5 87+7 97+5 85+9 104 +4
10 105+8 84+3 107 +5 106+ 3 115+7
B 1 99+4 906 91+3 118+8 105+8
10 86+3 94 +4 106+ 3 97+6 92+5
C 1 94 +6 92+3 97+4 108 +9 98+5
10 110+9 84+7 108+ 7 106 £ 5 1006
G 1 90+7 n.c. 89+3 98+4 94 +6
10 93+6 92+5 112+8 1005 103+3

2 A-C: cremas hidratantes; G: gel de bafo.
n.c.: no calculado, el analito se encontrd en la muestra en concentracion elevada.

CONCLUSIONES

Los conservantes alternativos objeto de estudio todavia no estan regulados
por el actual Reglamento Europeo sobre los productos cosméticos. En este
capitulo:

— Se hadesarrollado y validado un método analitico para la determinacién
simultdanea de cinco conservantes alternativos en productos
cosméticos.

— El método se basa en una derivatizacion seguida de una semi-
microextraccién liquido-liquido asistida por vértice (VALLsME) y LC-
UVv/Vis.

— EI'método propuesto permite el analisis de diferentes tipos de muestras
cosmeéticas, con matrices hidrofilicas y lipofilicas.
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Las buenas caracteristicas analiticas del método propuesto, ademas de
su sencillez y rapidez, lo hacen util para llevar a cabo el control de
calidad de los productos cosméticos que contienen los conservantes
objeto de estudio.

El método propuesto es seguro para el operador y respetuoso con el
medio ambiente, segun los principios de la Quimica Analitica Ecoldgica,
ya que solo se requiere el uso de pequefios volumenes de disolventes
organicos.



CAPITULO 8

DETERMINACION DE DISRUPTORES ENDOCRINOS
FENOLICOS EN PRODUCTOS COSMETICOS Y MATERIAS
PRIMAS MEDIANTE CROMATOGRAFIA DE LIiQUIDOS
ACOPLADA A ESPECTROMETRIA DE MASAS

El contenido de este capitulo ha sido publicado en el articulo Determination of
phenolic endocrine disruptors in cosmetics by high-performance liquid
chromatography mass spectrometry, Analytical Letters 51 (2018) 717-727; y
presentado en forma de cartel en el 18" International Symposium on Advances in
Extraction Technologies & 22" International Symposium on Separation Sciences,
Torun, Polonia (2016).






Capitulo 8

INTRODUCCION

Objetivo

El objetivo de este capitulo ha sido desarrollar y validar un método analitico
que permita la determinacion simultanea de cuatro disruptores endocrinos,
pertenecientes a la familia de los alquilfenoles, en productos cosméticos y
materias primas mediante LC-MS.

Compuestos estudiados

— Bisfenol A, 2,2-bis-(4-hidroxifenil)propano (BPA).
4-t-Octilfenol, 4-(1,1,3,3-tetrametilbutil)fenol (t-OP).
— 4-n-Octilfenol (OP).
4-n-Nonilfenol (NP).

Tabla 8.1. Informacion sobre los compuestos estudiados.

M
Analito Estructura quimica Numero CAS (& mt;l'l) pKa?  log Koyw?

BPA 80-05-7 22829 1029  3.64
HO OH

t-OP /@Xk 140-66-9 206.32  10.15 5.18
HO
oP ,©/\/W\ 1806-26-4  206.32 10.15 5.63
HO
NP Q/\/M 104-40-5  220.35 10.15 6.14
HO

@ Calculado mediante el software Advanced Chemistry Development (ACD/Labs)
V11.02 (©1994-2019 ACD/Labs).

Resumen

Se ha desarrollado y validado un método analitico basado en LC-MS para la
determinacién simultdnea de cuatro alquilfenoles considerados téxicos para
la salud humana por su actividad como disruptores endocrinos. Para corregir
el efecto matriz se utilizé la calibracién por adiciéon de patrén, obteniendo
limites de deteccién entre 0.14 y 0.3 pg g*. El método fue validado con
coeficientes de recuperacién cuantitativos (90-106 %) y buena repetibilidad
(RSD <8.2 %). Finalmente, se aplicé al analisis de diez productos cosméticos
comerciales y materias primas.
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PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

Instrumentacion

— Cromatodgrafo de liquidos con detector de espectrometria de masas.
— Agitador de vértice, centrifuga y pH-metro.

Reactivos
— BPA (299 %), t-OP (97 %), OP (99 %) y NP (99.8 %) como patrones.
— Etanol y agua desionizada como disolventes en la preparacién de
muestras y patrones.
— Amoniaco (ac.), acetato de amonio, metanol grado-MS y agua grado-MS
como disolventes para la preparacion de la fase movil.

Muestras

Seis cremas hidratantes (muestras A-F), un gel de bafio (muestra G), un
champu (muestra H) y dos materias primas de etoxilatos de alquilfenol
(muestras I, J) empleados como surfactantes.

Método propuesto

Preparacion de muestras y patrones

Se prepard una disolucién patrén conteniendo 1 pg mL? de los analitos,
empleando una mezcla de etanol y agua desionizada (1:1) como disolvente.
Esta disolucidon se empled posteriormente para preparar las disoluciones de
trabajo mediante el método de adicion de patroén.

Las muestras se prepararon pesando 1 g de producto cosmético o 0.01 g de
materia prima en un matraz aforado de 10 mL y se enrasé con el mismo
disolvente. La mezcla se agitd durante 30 s mediante agitacién de vortice y
se centrifugd y/o filtré en caso necesario para eliminar la fraccién insoluble.

Finalmente, las disoluciones de trabajo, entre 0y 250 ng mL?, se prepararon
en viales de inyeccién afiadiendo 500 pL de la disolucién de muestra,
diferentes alicuotas de la disolucion patrén (0-250 pl) y completando hasta
1 mL con el mismo disolvente.
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Andlisis cromatogrdfico

— Volumen de inyeccion: 20 uL

— Columna: Purospher® STAR RP-18e (125 mm, 4 mm d.i., 5 um)

— Temperatura de la columna: 45 °C

— Fase movil:
= Fase A: disolucién acuosa de acetato amodnico (5 mM, pH 8)
= Fase B: metanol

— Modo: gradiente (Tabla 8.2)

— Caudal: 1 mL min?

Tabla 8.2. Programa de elucion en gradiente.
Tiempo (min) Fase A (% v/v) Fase B (% v/v)

0 30 70
0.5 30 70
6 15 85
9.5 15 85
9.6 30 70
12 30 70

La deteccion de los analitos por espectrometria de masas se llevd a cabo
mediante ionizacidén por electronebulizacién (ESI, del inglés electrospray
ionization) en modo negativo y monitorizacion de iones seleccionados (SIM,
del inglés selected ion monitoring) con los siguientes parametros: caudal de
gas de secado, 12 L min!; temperatura de gas de secado, 350 °C; presidn del
nebulizador, 35 psi; voltaje del capilar, 3000 V; voltaje de fragmentacién, 125
V para BPA, 140 V para t-OP y OP, 160 V para NP; relacién masa-carga (m/z),
227 para BPA, 205 para t-OP y OP, 219 para NP.

RESULTADOS

Estudios previos

Se llevaron a cabo andlisis preliminares y se observoé que algunos compuestos
procedentes de la matriz de las muestras coeluian con los analitos, lo que
podria ocasionar diferencias en la ionizacién de los analitos procedentes de
las muestras en comparacidn con los procedentes de las disoluciones patron.
Es decir, que los compuestos que coeluyen pueden modificar la eficiencia de
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la ionizacién de los analitos y provocar la supresién o la intensificacion de la
sefial analitica (efecto matriz).

Ademas, debido a la formulacién mas o menos compleja de las muestras
cosméticas, se propuso llevar a cabo una etapa de limpieza previa a la
determinacidon cromatografica para eliminar potenciales interferentes. Se
ensayaron diferentes procedimientos de (micro)extraccién, como LLE,
DLLME o SPE, pero no se obtuvieron resultados satisfactorios en ningun caso.
El BPA es significativamente mas polar que los otros alquilfenoles estudiados
(ver Tabla 8.1), pero todos en un rango de polaridad similar a los compuestos
interferentes, por lo que no se pudo conseguir la extraccion selectiva de los
cuatro analitos con los procedimientos ensayados.

Estudio de variables en la espectrometria de masas

Se estudid la influencia de la polaridad de la ionizacién (modo positivo o
modo negativo), el caudal del gas de secado (entre 1 y 13 L min?), la
temperatura del gas de secado (entre 100 y 350 °C), la presion del
nebulizador (entre 10 y 35 psi), el voltaje del capilar (entre 600 y 6000 V), el
voltaje de fragmentacién (entre 40 y 400 V) y la relacion m/z para la
monitorizacién de los iones. Se ensayaron diferentes valores para cada
variable y se seleccionaron aquellos que proporcionaron la mayor sefal
analitica.

Estudio de las variables cromatograficas

Se estudid la influencia de la composicién de la fase movil, el pH de la fase
movil y la temperatura de la columna.

Composicion de la fase movil

Como fase movil se usé una disolucion 5 mM de acetato amdnico en agua
desionizada y metanol como modificador orgdnico. Se ensayaron diferentes
programas de elucién en gradiente, obteniéndose los mejores resultados con
el programa indicado en el método propuesto.

pH de la fase movil

Se ensayaron disoluciones de acetato amdnico 5 mM ajustadas a diferentes
pH en el intervalo 5-8. No se observaron diferencias significativas en la
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separacion cromatografica, pero si se observd una mejora significativa en la
sefial analitica de t-OP, OP y NP a pH 8, como se observa en la Figura 8.1, por
mejorar la eficiencia de la ionizacién.

50000 -
T I

40000 - I
©
=)
= 30000 - I HpH >
:é, mpH6
©
g 20000 A = pH7
—_— x
e = pH 8
& 10000 - =

0 A T T T 1
BPA t-OP OP NP

Figura 8.1. Estudio de la influencia del pH de la fase movil.

Temperatura de la columna

Se ensayaron temperaturas entre 30 y 60 °C. Se observd un ligero
estrechamiento de los picos cromatograficos al aumentar la temperatura,
por lo que se selecciond una temperatura de 45 °C. Con estas condiciones, se
obtuvo una buena separacién cromatografica de los analitos en menos de 10
min, como se observa en la Figura 8.2.

8000 —

BPA
4000 —
©
El ‘ ‘ m/z 227 |
@© 5000
S t+-OP
c
8 2500 n-OP
c
S m/z 205
] \ \
<C 5000
NP
2500 —
m/z 219
\ \ \ \ \ \
0 2 4 6 8 10 12

Tiempo (min)

Figura 8.2. Cromatograma de una disolucién patrén de los analitos (250 ng mL?).
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Estudio del efecto matriz

Se estudié el efecto matriz mediante el analisis de muestras fortificadas

empleando calibracion externa.

Se evaluaron los

coeficientes

de

recuperacion (Tabla 8.3) que estuvieron comprendidos entre 15 y 186 %,
mostrando la existencia de un efecto matriz significativo en la determinacion.

Tabla 8.3. Estudio del efecto matriz.

Concentracion
Muestra? fortificada

Coeficiente de recuperacion (%)

(ng mL?) BPA t-opP oP NP
A 50 362 71+5 17015 645
250 374 77+5 18617 674
B 50 42+3 60+3 15912 29+3
250 44 +6 75+4 16010 332
C 50 53+3 69+4 87+8 306
250 48 +2 765 112+9 364
D 50 55+4 82+4 95+5 38+3
250 51+4 84+5 104 +7 43+5
E 50 35+3 71+6 16015 45+7
250 362 79+4 145+13 45+4
F 50 34+5 56+3 180+18 27+3
250 45+5 48+6 138+11 324
G 50 98 +7 23+3 34+3 19+2
250 89+5 20+2 22+3 15+2
H 50 54+3 29+3 46 +7 15+2
250 624 324 274 16+3
50 97+6 1178 1018 83+6
250 120+9 1087 108+6 109+7
J 50 106+6 1025 97+5 115+6
250 108+7 1126 114+7 114+5

2 A-F: cremas hidratantes; G: gel de bafio; H: champu; |, J: etoxilatos de

alquilfenol.

Para verificar la exactitud empleando calibracidon por adicién de patrén se
analizaron disoluciones de muestras exentas de analito fortificadas con una
concentracidn conocida de los analitos (50 ng mL™). Los resultados obtenidos
(Tabla 8.4) mostraron que la calibracion por adicion de patron permitio

corregir el efecto matriz.
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Tabla 8.4. Estudio de la exactitud.

Concentracion Coeficiente de recuperacion (%)
Muestra?® fortificada
4 BPA t-opP oP NP
(ng mL?)
C 50 95+5 972 1067 98+3
G 50 90+4 983 1002 94+4
H 50 95+6 94+2 93+3 102+5

@ C: crema hidratante; G: gel de bafo; H: champu.

Parametros analiticos del método propuesto
Linealidad

La linealidad estudiada alcanzé al menos 500 ng mL™ para todos los analitos,
obteniéndose coeficientes de determinacién elevados (R? >0.990).

Limites de deteccion y cuantificacion

La Tabla 8.5 contiene los valores obtenidos para los limites de deteccién (3
S,x/b) y cuantificacién (10 S,4/b) instrumentales, siendo S, la desviacidn
estandar de los residuales y b la pendiente de la recta de calibrado, asi como
los correspondientes limites del método teniendo en cuenta el
procedimiento experimental. Los limites se muestran como intervalos
debido a las diferencias observadas en la respuesta analitica (pendiente de
la recta de calibrado) de las diferentes muestras ensayadas.

Tabla 8.5. Limites de deteccidn y cuantificacion.
Limites instrumentales Limites del método ¢

Analito LoD @ LoQ®b LoD ® LoQ’

(ngmL?)  (ngmL?)  (ugg?) (ugg?)

BPA 7-12 23-40 0.14-0.2 0.5-0.8

t-OP 9-14 30-46 0.18-0.3  0.6-0.9
op 8-15 26-50 0.16-03  0.5-1
NP 10-15 33-50 0.2-0.3 0.7-1

2LOD: limite de deteccidn (3 S,4/b).
b LOQ: limite de cuantificacién (10 S,/b).
¢ Limites del método calculados para una masa de 1 g.

Repetibilidad

La repetibilidad fue evaluada aplicando el procedimiento completo a diez
réplicas de disoluciones patrén conteniendo los analitos a dos niveles de
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concentracion (50 y 250 ng mL?) en una misma sesidn de trabajo para la
repetibilidad intra-dia y en diferentes sesiones de trabajo para la
repetibilidad inter-dia. Los resultados obtenidos, que se muestran en la Tabla
8.6, indican que se alcanzd una buena precisidén (RSD <8.2 %).

Tabla 8.6. Estudio de la repetibilidad.
Repetibilidad (RSD, %) @

Analito Intra-dia Inter-dia
50ngmL! 250ngmL! 50ngmL? 250ngmL*
BPA 5.5 3.2 7.3 3.3
t-OP 6.8 2.7 6.1 3.3
OoP 7.4 2.9 8.2 3.2
NP 6.5 4.6 4.8 4.7

2 Desviacion estandar relativa (RSD, %), n = 10.

Analisis de muestras

En el andlisis de las muestras comerciales no se detectaron los compuestos
estudiados en seis de los ocho productos cosméticos analizados (muestras C-
H). Se encontré OP en dos de las cremas hidratantes (muestra A, 1.1 £ 0.1 ug
g'l; muestra B, 0.9+0.1 ug g?). Ademas, se encontrd t-OP en las dos materias
primas analizadas en concentraciones elevadas (muestra I, 520 + 30 pug g'%;
muestra J, 840 + 50 pug g) y NP en una de ellas (muestra |, 55 + 8 ug g ).

A modo de ejemplo, en la Figura 8.3 se muestran algunos de los
cromatogramas obtenidos.
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Figura 8.3. Cromatogramas obtenidos aplicando el método propuesto
a las muestras: (a) muestra A (crema hidratante), (b) muestra |

(materia prima).

CONCLUSIONES

Capitulo 8

Los compuestos estudiados se consideran tdxicos para la salud humana por
su actividad como disruptores endocrinos. Por este motivo, BPA y NP estdn
prohibidos de acuerdo al Reglamento Europeo sobre los productos
cosméticos. Aunque t-OP y OP no estdn prohibidos, son igualmente téxicos.

En este capitulo:
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Se ha desarrollado y validado un nuevo método analitico para la
determinacidn simultanea de cuatro alquilfenoles (BPA, t-OP, OP y NP)
en muestras cosméticas.

El método se basa en la determinacién directa de los analitos mediante
LC-MS aplicando la calibracion por adicién de patrén para corregir el
efecto matriz.

El método propuesto se ha aplicado al analisis de productos cosméticos
acabados, con matrices hidrofilicas y lipofilicas, y materias primas de
etoxilatos de alquilfenol.

El método propuesto es util para el control de calidad de los productos
cosmeéticos por su sencillez y buenas caracteristicas analiticas.

El método propuesto es inocuo para el operador y el medio ambiente,
de acuerdo a los principios de la Quimica Analitica Ecoldgica, ya que no
se utilizan disolventes organicos téxicos durante la preparaciéon de las
muestras.



CAPITULO 9

DETERMINACION DE NITROSAMINAS EN PRODUCTOS
COSMETICOS MEDIANTE MICROEXTRACCION LiQUIDO-
LIQUIDO DISPERSIVA EN FASE REVERSA ASISTIDA POR
VORTICE Y CROMATOGRAFIA DE LiQUIDOS ACOPLADA A
ESPECTROMETRIA DE MASAS

El contenido de este capitulo ha sido publicado en el articulo Determination of N-
nitrosamines in cosmetic products by vortex-assisted reversed-phase dispersive
liquid-liquid microextraction and liquid chromatography with mass spectrometry,
Journal of Separation Science 41 (2018) 3143-3151; y presentado en forma de cartel
en el 19% International Symposium on Advances in Extraction Technologies, Santiago
de Compostela (2017).






Capitulo 9

INTRODUCCION

Objetivo

El objetivo de este capitulo ha sido desarrollar y validar un método analitico
que permita la determinacion simultanea de siete nitrosaminas en productos
cosméticos, empleando la microextraccién liquido-liquido dispersiva en fase
reversa asistida por vértice (VA-RP-DLLME) seguida de LC-MS.

Compuestos estudiados

— N-nitrosodietanolamina (NDELA) — N-nitrosomorfolina (NMOR)
— N-nitrosodimetilamina (NDMA) — N-nitrosopirrolidina (NPYR)
— N-nitrosoetilmetilamina (NMEA) — N-nitrosopiperidina (NPIP)

— N-nitrosodietilamina (NDEA)

Tabla 9.1. Informacion sobre los compuestos estudiados.
M

Analito Estructura quimica Numero CAS (g mol) pKa?  log Koyw?
I‘VO
NDELA 1116-54-7 134.13 13.76 -1.33
DH/\/N\/\OH
7
NDMA | 62-75-9 74.08 -3.63 -0.50
NO

NMOR O 59-89-2 116.12 -5.72 -0.59

r\|J0
NPYR O 930-55-2  100.12 -3.14  -0.09
riJO
NMEA CHjN ~ 10595-95-6 88.11 -3.39 0.1
PN
NDEA | 55-18-5  102.14 -3.14  0.52

N/NO
NPIP O 100-75-4 11415 -3.18 0.44

@ Calculado mediante el software Advanced Chemistry Development (ACD/Labs)
V11.02 (©1994-2019 ACD/Labs).
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Resumen

En este capitulo se ha desarrollado y validado un método analitico para la
determinacidn simultanea a nivel de trazas de siete nitrosaminas prohibidas
en productos cosméticos. El método propuesto se basa en la VA-RP-DLLME,
cuyo fundamento se ha descrito en el Capitulo 2, seguida de LC-MS. Se
estudiaron las variables experimentales y se validé el método con las
condiciones seleccionadas, obteniendo limites de deteccidon entre 1.8 y 50 ng
g, factores de enriquecimiento entre 2.2 y 65, coeficientes de recuperacion
cuantitativos (80-113 %) y buena repetibilidad (RSD <9.8 %). Finalmente, se
aplicé al andlisis de cuatro muestras cosméticas.

PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

Instrumentacion

— Cromatodgrafo de liquidos con detector de espectrometria de masas.
— Agitador de vértice y centrifuga.

Reactivos

— NDELA (99.8 %) y mezcla de nitrosaminas EPA 8270/Appendix IX
conteniendo los compuestos estudiados (2000 pg mL?! en metanol)
como patrones.

— Sulfato de sodio anhidro como desecante.

— Etanol, hexano y agua desionizada como disolventes en la preparacién
de muestras y patrones.

— Agua grado-MS, metanol grado-MS y acido férmico como disolventes
para la preparacion de la fase movil.

Muestras
Dos cremas hidratantes (muestras A, B) y dos geles de bafio (muestras C, D).

Método propuesto

Preparacion de patrones

Se prepard una disolucidn patrén en etanol conteniendo 25 pg mL? de los
analitos. A partir de ésta, se prepard una disolucidn patron conteniendo 1 pg
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mL? de los analitos en hexano. Finalmente, se prepararon disoluciones
patrén de trabajo, entre 0.5 y 50 ng mL?, en hexano. Para la VA-RP-DLLME,
5 mL de cada una de las disoluciones patrén fueron transferidos
respectivamente a tubos de punta cdnica y se afnadieron 75 pL de agua
desionizada en cada uno de ellos. A continuacion, se agitaron por vortice
durante 30 s y, una vez formada la microemulsidn, se centrifugaron (6000
rom, 5 min) para separar las fases. Finalmente, se recogieron las fases
acuosas sedimentadas (ca. 50 pL) para el analisis cromatografico.

Preparacion de muestras

Las muestras se prepararon, por triplicado, pesando 0.1 g en un vial de vidrio
conteniendo 0.2-0.5 g de sulfato de sodio anhidro y se mezclé hasta obtener
un sélido homogéneo. A continuacion, la mezcla se transfirié a un tubo de
punta cénica y se afiadieron 5 mL de hexano. Después, se dispersé mediante
agitacién por vortice, se centrifugé (6000 rpm, 5 min) y el sobrenadante se
transfirié a un nuevo tubo. Finalmente, se llevo a cabo la VA-RP-DLLME de la
forma descrita. En la Figura 9.1 se muestra un diagrama del procedimiento
experimental.

75 pL H,0
Se transfiere el
Agitacién scbrenadante a Agitacién Fase
por vortice Centrifuga un nuevo tubo por vortice Centrifuga sedimentada Analisis
6000 rpm 30s 6000 rpm LC-MS
5 min 5 min
0.1 g muestra / Na,SO, Microemulsion
5 mL hexano : :
VA-RP-DLLME

Figura 9.1. Esquema del procedimiento experimental propuesto.

Andlisis cromatogrdfico

— Volumen de inyeccion: 20 uL
— Columna: Purospher® STAR RP-18e (125 mm, 4 mm d.i., 5 um)
— Temperatura de la columna: 35 °C
— Fase movil:
= Fase A: agua (acido férmico 0.1 % v/v)
= Fase B: metanol (acido férmico 0.1 % v/v)
— Modo: gradiente (Tabla 9.2)
— Caudal: 0.5 mL min*
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Tabla 9.2. Programa de elucidn en gradiente.
Tiempo (min) Fase A (% v/v) Fase B (% v/v)

0 95 5
0.5 95 5
3 65 35
10 10 90
12 10 90
12.1 95

15 95

La deteccién de los analitos por espectrometria de masas se llevd a cabo
mediante ionizacidon por electronebulizacién (ESI) en modo positivo y
monitorizacién de iones seleccionados (SIM) con los siguientes parametros:
caudal de gas de secado, 10 L min'!; temperatura de gas de secado, 280 °C;
presiéon del nebulizador, 50 psi; voltaje del capilar, 4500 V; voltaje de
fragmentacién, 60 V; relacién masa-carga (m/z), 75 para NDMA, 89 para
NMEA, 101 para NPYR, 103 para NDEA, 115 para NPIP, 117 para NMORy 135
para NDELA.

RESULTADOS

Estudio de variables en la espectrometria de masas

Se estudid la influencia de la polaridad de la ionizacién (modo positivo o
modo negativo), el caudal del gas de secado (entre 1 y 13 L min?), la
temperatura del gas de secado (entre 100 y 350 °C), la presion del
nebulizador (entre 10 y 50 psi), el voltaje del capilar (entre 600 y 6000 V), el
voltaje de fragmentacién (entre 40 y 400 V) y la relacion m/z para la
monitorizacion de los iones. Se ensayaron diferentes valores para cada
variable y se seleccionaron aquellos que proporcionaron la mayor senal
analitica.

Estudio de las variables cromatograficas

Se estudio la influencia de la composicidn de la fase mévil y la temperatura
de la columna.
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Composicion de la fase movil

Como fase movil se usé una mezcla de agua y metanol conteniendo ambos
0.1 % v/v de acido férmico. Se ensayaron diferentes programas de elucién en
gradiente, obteniéndose los mejores resultados con el programa indicado
anteriormente.

Temperatura de la columna

Se ensayaron temperaturas entre 30 y 60 °C. No se observaron diferencias
significativas, por lo que se seleccionaron 35 °C. Como se observa en la Figura
9.2, se obtuvo una buena separacién cromatografica de los analitos en
menos de 10 min.
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m/z 135

—15000

—5000
NDMA

:iiji/\w/
—4000

—50000

NMOR
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—25000

T
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NMEA
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—2000

NDEA
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(1500

I
—10000

NPIP
L5000 m/z 115

I I [ | |
2 4 6 8 10

Tiempo (min
Figura 9.2. Cromatograma obtenido aplicando el método propuesto
a una disolucién patrén de los analitos (25 ng mL2).
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Estudio de variables en la microextraccion liquido-liquido dispersiva en fase
reversa asistida por vértice (VA-RP-DLLME)

Se estudid la influencia de la naturaleza del disolvente de soporte, el volumen
del disolvente extractante y el tiempo de extraccidn analizando disoluciones
patrén de los analitos (25 ng mL™). A diferencia de la RP-DLLME convencional,
la propuesta presentada no requiere disolvente dispersante, ya que la
microemulsién se forma mediante agitacion por vortice.

Naturaleza del disolvente de soporte

Se ensayaron tolueno y hexano como disolventes de soporte, al ser menos
densos que el agua (extractante) y menos tdxicos que otros posibles
disolventes, como cloroformo o diclorometano. Los resultados obtenidos
mostraron que con tolueno solo se produjo la extraccién de la NDELA,
mientras que con hexano se obtuvieron resultados satisfactorios para todos
los analitos estudiados, por lo que fue seleccionado.

Volumen de disolvente extractante

Se ensayaron diferentes volumenes de agua desionizada como extractante,
entre 50 y 175 pL. Como se observa en la Figura 9.3, en la mayoria de los
casos se obtuvo una disminucidn progresiva de la sefial analitica al aumentar
el volumen debido al efecto de la dilucién. Sin embargo, se seleccioné
finalmente un volumen de 75 L. Se descartd trabajar con un volumen de 50
KL porque, a pesar de presentar mayor sensibilidad, también presenté mayor
irreproducibilidad debido a la dificultad en el manejo de la fase sedimentada.

120 -
X 100
S m50pL
S 80
(1]
o m75 ul
o} M
S 60 =100 uL
=
= m125 pL
c 40
zTé’ 150 pL
o 20 175 uL
(%]

0

NDELA NDMA NMOR NPYR NMEA NDEA NPIP

Figura 9.3. Estudio del volumen de disolvente extractante.
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Tiempo de extraccion

Se ensayaron diferentes tiempos de agitacidén por vortice, entre 15y 120 s,
como tiempo de extraccion. Como se observa en la Figura 9.4, fueron
suficientes entre 30 y 45 s de agitacion para obtener los mejores resultados,
segln el analito. Finalmente, se selecciond un tiempo de extraccién de 30 s.
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X 100
.(26 m15s
B 80
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S 60 m45s
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= m60s
c 40
— 90s
'
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NDELA NDMA NMOR NPYR NMEA NDEA NPIP

Figura 9.4. Estudio del tiempo de extraccion.

Estudio del pretratamiento de la muestra

Se observd que una simple agitacién no era suficiente para dispersar
eficazmente la muestra cosmética en el disolvente organico de soporte,
debido a que las muestras contienen agua. Ademds, de esta forma no se
obtendrian resultados fiables, ya que el volumen del extracto obtenido no se
corresponderia con el volumen de agua empleado como extractante, sino
gue contendria también el agua procedente de la muestra. Por ello, se
propuso el uso de una pequena cantidad (ca. 0.2-0.5 g) de sulfato de sodio
anhidro como desecante.

Parametros analiticos del método propuesto
Linealidad

La linealidad estudiada alcanzé al menos 50 ng mL? para todos los analitos,
obteniéndose coeficientes de determinacién elevados (R? >0.9990).
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Limites de deteccion y cuantificacion

Los valores obtenidos para los limites de deteccion (3 S/N) y limites de
cuantificaciéon (10 S/N), siendo S/N la relacién sefial-ruido, se muestran en la
Tabla 9.3. Los limites de deteccidn instrumentales estuvieron comprendidos
entre 0.04 y 1.0 ng mL?, lo que corresponde con unos limites de deteccién
del método entre 1.8 y 50 ng g™ en muestra. Estos resultados satisfacen los
limites contemplados por el CCSC.

Tabla 9.3. Limites de deteccion y cuantificacién.
Limites instrumentales Limites del método ¢

Analito LoD @ LoQ®b LoD ? LoQ®
(ngmL?)  (ngmL?)  (ngg?) (ngg?)
NDELA 0.04 0.12 1.8 6
NDMA 0.7 2 30 120
NMOR 0.06 0.2 3 10
NPYR 0.05 0.2 3 9
NMEA 0.7 2 40 120
NDEA 1 3 50 170
NPIP 0.2 0.8 10 40

3LOD: limite de deteccidn (3 S/N).
5 LOQ; limite de cuantificacién (10 S/N).
¢ Limites del método calculados para una masa de 0.1 g.

Factores de enriquecimiento

La Tabla 9.4 contiene los valores obtenidos para los factores de
enriguecimiento, definidos como EF=C.x/Co donde Cex: €s la concentracién de
analito en el extracto y Gy es la concentracion en la disolucidn inicial antes de
la extraccion, que estuvieron comprendidos entre 2.2 y 65.

Rendimientos de extraccion

Considerando los factores de enriquecimiento y teniendo en cuenta el
procedimiento experimental (EFna= 66.7), los valores obtenidos para los
rendimientos de extraccion estuvieron comprendidos entre 3.3y 97 % (Tabla
9.4).
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Tabla 9.4. Factores de enriquecimiento
y rendimientos de extraccion.

Analito EF? RE (%) ®

NDELA 65+2 97+3
NDMA 30.7+15 46+ 2
NMOR 265+1.4 40+ 2
NPYR 265+1.3 40+ 2
NMEA 13.2+0.8 19.8+1.2
NDEA 22+0.1 3.3+0.1
NPIP 26+0.1 39+0.1

2 EF: factor de enriquecimiento.
b RE: rendimiento de extraccion.

Repetibilidad

La repetibilidad fue evaluada aplicando el procedimiento completo a diez
réplicas de disoluciones patron conteniendo los analitos a dos niveles de
concentracion (10 y 25 ng mL?) en una misma sesidn de trabajo para la
repetibilidad intra-dia y en diferentes sesiones de trabajo para la
repetibilidad inter-dia. Los resultados obtenidos, que se muestran en la Tabla
9.5, indican que se alcanzd una buena precisién (RSD <9.8 %).

Tabla 9.5. Estudio de la repetibilidad.
Repetibilidad (RSD, %) 2

Analito Intra-dia Inter-dia
10ngmL? 25ngmL?! 10ngmL! 25ngmL?

NDELA 2.1 1.9 8.9 4.4
NDMA 4.9 2.9 8.2 4.1
NMOR 3.8 2.3 9.5 4.2
NPYR 1.5 1.9 5.4 5.0
NMEA 5.4 2.5 9.2 5.6
NDEA 5.2 4.8 9.8 3.2
NPIP 4.2 2.3 5.1 4.5

2 Desviacion estandar relativa (RSD, %), n = 10.

Analisis de muestras

Los resultados obtenidos en el andlisis de las muestras cosméticas se
muestran en la Tabla 9.6. Se encontraron cantidades significativas de varias
nitrosaminas en algunas de las muestras analizadas.
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Tabla 9.6. Resultados obtenidos en el analisis de las
muestras cosméticas.

Concentracion (ng g%)

Analito As Ba e D

NDELA 663 n.d. 180 £ 30 303
NDMA 600+80 1100+110 620+70 300+30
NMOR n.d. n.d. n.d. n.d.
NPYR n.d. n.d. 40+2 n.d.
NMEA n.d. n.d. 1800170 n.d.
NDEA n.d. n.d. 2700 300 n.d.
NPIP n.d. n.d. n.d. n.d.

@ A, B: cremas hidratantes; C, D: geles de bafo.
n.d.: no detectado.

Estudio del efecto matriz

Para validar la exactitud del método propuesto se fortificaron disoluciones
de las muestras a dos niveles de concentracién (10 y 25 ng mL?) y se
analizaron. Los coeficientes de recuperaciéon obtenidos (Tabla 9.7),
estuvieron comprendidos entre 80 y 113 %, mostrando que no existid un
efecto matriz significativo.

Tabla 9.7. Estudio del efecto matriz.

Concentracion Coeficiente de recuperacion (%)
Analito fortificada Al Ba co Da
(ng mL?)
NDELA 10 88+9 95+8 95+1 1009
25 92+5 92+2 1006 106+2
NDMA 10 85+6 106t4 99+2 102+8
25 106 + 3 98+9 83+7 95%6
NMOR 10 84+6 108+8 102+8 96+6
25 9% +1 90+2 97+6 1001
NPYR 10 803 84+6 91t6 89t6
25 862 83+1 86 +2 94+6
NMEA 10 89+t4 905 9214 98+3
25 94+3 95+6 98+7 1025
NDEA 10 99+8 1073 81+2 1057
25 101+1 100+1 113+3 1102
NPIP 10 91+5 98+3 102+3 103+1
25 91+1 100+3 99+1 98+9

@ A, B: cremas hidratantes; C, D: geles de bafio.
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CONCLUSIONES

Las nitrosaminas son una familia de compuestos altamente cancerigenos,
por lo que su presencia se encuentra prohibida en los productos cosméticos
desde 1992. Sin embargo, aln pueden encontrarse en los cosméticos a nivel
de trazas ya que se forman con relativa facilidad por reaccién entre aminas y
compuestos nitrosantes. En este capitulo:

— Se ha desarrollado y validado un nuevo método analitico para la
determinacion simultdnea a nivel de trazas de siete nitrosaminas
prohibidas en productos cosméticos.

— El método propuesto se basa en la microextraccion liquido-liquido
dispersiva en fase reversa asistida por vortice (VA-RP-DLLME) seguida
de cromatografia de LC-MS.

— Con la técnica de microextraccion propuesta no se requiere disolvente
dispersante para formar la microemulsidn, sino que se forma mediante
agitacién por vortice.

— El método propuesto se ha aplicado al analisis de muestras cosméticas
hidrofilicas y lipofilicas, satisfaciendo los limites contemplados por el
CCSC.

— El método propuesto es til para el control de calidad de los productos
cosméticos, asegurando la seguridad de los consumidores y el
cumplimiento de la legislacion vigente.
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DETERMINACION DE NITROSAMINAS EN PRODUCTOS
COSMETICOS MEDIANTE MICROEXTRACCION DISPERSIVA
POR SORCION SOBRE BARRA AGITADORA MEDIADA POR
UN COMPOSITE MAGNETICO Y CROMATOGRAFIA DE
LIQUIDOS ACOPLADA A ESPECTROMETRIA DE MASAS EN
TANDEM
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Journal of Chromatography A 1604 (2019) 460465; y presentado en forma de cartel
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Capitulo 10

INTRODUCCION

Objetivo

El objetivo de este capitulo ha sido desarrollar y validar un método analitico
para la determinaciéon simultdnea de ocho nitrosaminas en productos
cosméticos, empleando la microextraccidon dispersiva por sorcidn sobre
barra agitadora (SBSDME) mediada por un composite magnético seguida de
LC-MS/MS.

Compuestos estudiados

— N-nitrosodibutilamina (NDBA)
— N-nitrosodietilamina (NDEA)

— N-nitrosodipropilamina (NDPA)
— N-nitrosodifenilamina (NDPhA)

N-nitrosoetilmetilamina (NMEA)
N-nitrosomorfolina (NMOR)
N-nitrosopiperidina (NPIP)
N-nitrosopirrolidina (NPYR)

Tabla 10.1. Informacién sobre los compuestos estudiados.
M

Analito Estructura quimica Numero CAS o PKa?  log Kopw?®
(g mol?)
/\/\N/\/\
NDBA \ 924-16-3 158.24 -3.14 2.56
NO
N
NDEA | 55-18-5 102.14 -3.14 0.52
NO
NO
NDPA L 621-64-7 130.19 -3.18 1.54
SN
TO
NDPhA Q/NO 86-30-6 19822 -583  3.13
TO
NMEA CH;/N\/ 10595-95-6 88.11 -3.39 0.01

7
NMOR O 59-89-2 116.12 -5.72 -0.59

N/NO
NPIP O 100-75-4 114.15 -3.18 0.44

|
NPYR :Nz 930-55-2 100.12 -3.14 -0.09

2 Calculado mediante el software Advanced Chemistry Development (ACD/Labs)
V11.02 (©1994-2019 ACD/Labs).
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Patron interno
— 4-Nitroanilina (4NA)

Tabla 10.2. Informacién sobre el patrén interno.
M

Estructura quimica Numero CAS .y PKa?  log Kosw?
(g mol?)

NH;
/@/ 100-01-6 138.12 1.01 1.19
0,N

@ Calculado mediante el software Advanced Chemistry Development
(ACD/Labs) V11.02 (©1994-2019 ACD/Labs).

Resumen

En este capitulo se ha desarrollado y validado un método analitico para la
determinacion simultdnea a nivel de trazas de ocho nitrosaminas prohibidas
en productos cosméticos. El método propuesto se basa en SBSDME, cuyo
fundamento se ha descrito en el Capitulo 2, mediada por un composite de
nanoparticulas magnéticas-red organometalica (MOF), CoFe;04/MIL-
101(Fe), seguido de LC-MS/MS. Se estudiaron las variables experimentales y
se validé el método con las condiciones seleccionadas, obteniendo limites de
deteccién entre 3 y 13 ng g, factores de enriquecimiento entre 4 y 62, y
buena repetibilidad (RSD < 17.0 %). Finalmente, se aplicé al andlisis de tres
muestras cosméticas con coeficientes de recuperacién cuantitativos (96-109
%) empleando la calibracion por adicién de patrén para corregir el efecto
matriz. Este trabajo expande la aplicabilidad analitica de la SBSDME a nuevos
tipos de matrices y al uso de nuevos materiales.

PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

Instrumentacion

— Cromatodgrafo de liquidos con detector de espectrometria de masas de
triple cuadrupolo.

— Agitadores magnéticos y barras agitadoras de neodimio (12 x 3 mm).

— Evaporador por corriente de nitrégeno.

— Agitador de vértice, centrifuga, bafio de ultrasonidos y pH-metro.
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Reactivos

— Mezcla de nitrosaminas EPA 8270/Appendix IX conteniendo los
compuestos estudiados (2000 ug mL? en metanol) como patrén.

— 4-Nitroanilina como patrén interno.

— Cloruro de cobalto(ll) hexahidrato (CoCl,-6H,0), cloruro de hierro(lll)
hexahidrato (FeCls-6H,0), hidroxido de sodio, acido tereftdlico y
dimetilformamida (DMF) como reactivos para la sintesis del composite
magnético.

— Acetona, hexano y agua desionizada como disolventes y cloruro de
sodio para ajustar la fuerza idnica en la preparacion de muestras y
patrones.

— Agua grado-MS, metanol grado-MS y acido férmico como disolventes en
la preparacion de la fase movil.

Muestras
Un gel de baio (muestra A) y dos cremas hidratantes (muestras B, C).

Sintesis del composite magnético

La sintesis del composite CoFe;04/MIL-101(Fe) consistié en dos etapas: la
sintesis de las nanoparticulas magnéticas de ferrita de cobalto por
coprecipitaciéon y la sintesis solvotermal del MOF en presencia de las
nanoparticulas magnéticas para la obtencion in situ del composite.

Sintesis de las nanoparticulas magnéticas

Se mezclaron 100 mL de disolucién acuosa 0.4 M de FeCl;-6H,0 y 100 mL de
disoluciéon acuosa 0.2 M de CoCl,'6H,0. A continuacidén, se afiadieron
lentamente 100 mL de disolucion acuosa NaOH 3 M con agitacidn continua a
80 °C durante 1 h. Después, el precipitado se dejé enfriar a temperatura
ambiente y se descartd el sobrenadante mediante decantacién magnética.
Finalmente, el producto de color negro se lavé varias veces con agua y etanol,
se seco a 100 °Cy se pulverizé.

Sintesis del composite

Se dispersaron 50 mg de las nanoparticulas magnéticas sintetizadas en 25 mL
de una disolucion 0.125 M de FeCls;-:6H,0 en DMF, mediante ultrasonidos
durante 10 min. A continuacién, la mezcla se dispersé en 50 mL de una
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disolucion 0.062 M de acido tereftdlico en DMF, mediante ultrasonidos
durante otros 10 min. Posteriormente, la mezcla se transfirié a un reactor de
teflén y se calentd a 110 °C durante 20 horas en un horno. Finalmente, el
producto de color marrdén se separd de la mezcla por decantacién magnética,
se lavé varias veces con etanol caliente, se secé a 70 °C y se pulverizo.

Método propuesto

Preparacion de muestras y patrones

Se prepard una disolucién patrén de 10 pg mL?! de los analitos y una
disolucién de 10 pg mL?! de 4-nitroanilina como patrén interno en agua
desionizada.

A partir de éstas se prepararon las disoluciones del calibrado por adicién de
patrén: se pesaron 0.5 g de muestra en una serie de matraces aforados de
25 mL y se fortificaron con diferentes alicuotas de la disolucién patrén,
alcanzando concentraciones fortificadas entre 0 y 100 ng mL. Se afiadieron
10 ng mL* de patrén interno a todas estas disoluciones. A continuacién, se
enrasaron con una disolucién acuosa de NaCl (1 % m/v) y se homogeneizaron
mediante agitacion por vortice. Después, cada una de las mezclas se
transfirié a un tubo de punta cdénica y se afiadié 1 mL de hexano en cada uno
de ellos. A continuacién, se agitaron por vortice durante varios segundos y
se centrifugaron (6000 rpm, 15 min) para eliminar la fraccion lipofilica
insoluble de la matriz cosmética. Finalmente, se recogieron las fases acuosas
(25 mL), se filtraron y se transfirieron a viales para la SBSDME.

Procedimiento de extraccion

Para acondicionar y recubrir las barras agitadoras, se dispersaron 30 mg del
composite, CoFe,04/MIL-101(Fe), en un vial con 10 mL de agua desionizada.
Se introdujo una barra agitadora de neodimio y se agité a alta velocidad
durante 5 min para solvatar el composite. Al detener la agitacién, el material
magnético fue atraido por la barra agitadora.

Para llevar a cabo la extraccidén en cada una de las disoluciones, se introdujo
la barra agitadora recubierta con el material magnético en 25 mL de
disolucidn y se dispersd a alta velocidad durante 30 min. Al finalizar Ila
agitacion, la barra agitadora recubierta se retird de la disolucién, se enjuagd
suavemente con agua desionizada para eliminar restos de la muestra y se
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transfirid a un vial conteniendo 1 mL de acetona para la desorcién de los
analitos mediante agitacidon durante 5 min. Finalmente, el extracto se filtro,
se evaporo mediante corriente de nitrégeno y se reconstituyé con 50 uL de
agua desionizada.

En la Figura 10.1 se muestra un diagrama del procedimiento experimental
propuesto.

Agitacién
por vortice  Centrifuga
6000 rpm
15 min
0.1g muestra
1 mL hexano Fase
25 mL NaCl 1% (ac.) sedimentada

agua desionizada
==
—

. Detenerla Extraer la barra Evaporacién

agitacién agitadora recubierta a sequedad ilici

> > > i — | s
Enjuagar con 50 pL H,0

)

30 mg CoFe,0,/MIL-101(Fe) 30 min Desorcién liquida
25 mL fase dadora Dispersion 1mL acetona, Smin

Figura 10.1. Esquema del procedimiento experimental propuesto.

Andlisis cromatogrdfico

— Volumen de inyeccién: 10 pL
— Columna: Zorbax SB-C18 (50 mm, 2.1 mm d.i., 1.8 um)
— Temperatura de la columna: 35 °C
— Fase movil:
= Fase A: agua (acido férmico 0.1 % v/v)
* Fase B: metanol (acido férmico 0.1 % v/v)
— Modo: gradiente (Tabla 10.3)
— Caudal: 0.3 mL min*
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Tabla 10.3. Programa de elucién en gradiente.
Tiempo (min) Fase A (% v/v) Fase B (% v/v)

0 90 10
0.1 90 10
2 40 60
10 90

6 10 90
6.1 90 10
8 90 10

La ionizacién de los analitos en el sistema de espectrometria de masas se
llevd a cabo mediante electronebulizaciéon (ESI) en modo positivo con los
siguientes parametros: caudal de gas de secado, 10 L min!; temperatura de
gas de secado, 250 °C; presién del nebulizador, 50 psi; voltaje del capilar,
3500 V. La deteccion se llevd a cabo por monitorizacion de reaccidon multiple
(MRM, del inglés multiple reaction monitoring) con los parametros
mostrados en la Tabla 10.4.

Tabla 10.4. Parametros en la adquisicion por MRM.
Precursor Producto Fragmentador Energia de

Analito (m/2) (m/2) (V) colisién (V)
NDBA 159 103 110 8
159 57* 110 10
NDEA 103 75% 80 8
103 47 80 14
NDPA 131 89* 90 >
131 43 90 1
NDPhA 199 169* 85 8
199 66 90 27
NMEA 89 61 75 /
89 43* 75
NMOR 117 87 105
117 73* 100 1
NPIP 115 69 105 14
115 41* 90 24
NPYR 101 55* 110 15
101 a1 110 28
4NA 139 122* 100 10
139 92 100 20

* Transicidn de cuantificacién.
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RESULTADOS

Caracterizacion del composite

Se estudiaron algunas propiedades del composite sintetizado, CoFe;04/MIL-
101(Fe), como la magnetizacion, el tamafio de particula, el potencial zeta, la
morfologia, el area superficial especifica, el tamafio de poro y la eficiencia en
la extraccién. Ademas, se obtuvo su patrén de difraccidn de rayos X (XRD, del
inglés X-ray powder diffraction), su espectro de dispersién de energia de
rayos X (EDS, del inglés energy dispersive X-ray spectroscopy) y su analisis
termogravimétrico.

Magnetizacion
En la Figura 10.2 se muestra la curva de magnetizaciéon obtenida. Como

puede observarse, la saturacion magnética fue de 11.9 emu g™. Se obtuvo un
magnetismo residual de 7.2 emu g™y una fuerza coercitiva de 4770 Oe.

15 q

10 -

a2

-60000 -40000 -20000 20000 40000 60000

-10 4

Magnetizacién (emu g1)

-15 -
Campo magnético (Oe)

Figura 10.2. Curva de magnetizacion de CoFe,04/MIL-101(Fe).

Tamano de particula

El tamafio de particula se determind mediante la técnica de dispersion
dindmica de luz (DLS, del inglés dynamic light scattering). En la Figura 10.3 se
muestra la curva de distribucidn del tamafio de particula en nimero de una
suspension (10 mg mL?) del material. El tamafio de particula més frecuente
fue de 0.48 um.
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Figura 10.3. Distribucién del tamafio de particula en nimero de CoFe;04/MIL-101(Fe).

Potencial zeta

El potencial zeta es un indicador de la estabilidad de una dispersidn y
depende de la quimica superficial del material. Uno de los pardmetros mas
importantes que afectan al potencial zeta es el pH vy, por tanto, se estudié la
influencia del pH sobre el potencial zeta del composite sintetizado. En Ila
Figura 10.4 se muestra la curva de potencial zeta frente a pH de una
suspension (10 mg mL?) del material a diferentes valores de pH, entre 2y 12.
Como puede observarse, el potencial zeta del composite no se vio
significativamente afectado en el rango de pH 2-9, mostrando su estabilidad.
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Figura 10.4. Curva de potencial zeta frente a pH de CoFe,04/MIL-101(Fe).
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Morfologia

La morfologia del composite se estudié mediante microscopia electrénica de
barrido (SEM, del inglés scanning electron microscopy) y microscopia
electronica de transmisién (TEM, del inglés transmission electron
microscopy). En la Figura 10.5 se muestran algunas micrografias
representativas. Como puede observarse, el MOF presentd una morfologia
octaédrica mientras que las nanoparticulas magnéticas estuvieron
embebidas en su estructura y decorando su superficie. Ademads, el tamafio
de particula observado en las micrografias estuvo de acuerdo con el obtenido
a partir de la distribucion del tamafio de particula.

Figura 10.5. Micrografias SEM (a) y TEM (b) de CoFe,04/MIL-101(Fe).

Area superficial y porosidad

Se determind el area superficial especifica y la porosidad del composite para
demostrar su capacidad de adsorcién. En la Figura 10.6 se muestran la
isotermas de absorcién-desorcion de N, obtenidas, que pueden considerarse
esencialmente de tipo-ll. El tamafo de poro promedio fue de 10.6 nm,
mostrando que se trata de un material mesoporoso. Sin embargo, la
histéresis observada en las isotermas puede deberse a la presencia de
microporos (<2 nm). El area superficial especifica, estimada mediante el
método Brunauer-Emmett-Teller (BET), fue 230 + 5 m?/g.
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Figura 10.6. Isotermas de adsorcidn (linea azul)-desorcién (linea roja)
de N, de CoFe,04/MIL-101(Fe).

Microanadlisis EDS

En la Figura 10.7 se muestran los espectros EDS de CoFe;04, MIL-101(Fe) y
CoFe;04/MIL-101(Fe), observandose una buena coincidencia entre los
materiales involucrados. En el MOF y en el composite se observa la sefial C
Ko (0.28 keV), que estd ausente en las MNPs. Por otro lado, la sefial Co Kq
(6.93 keV) sélo aparece en los espectros del composite y las MNPs.

a)

M i
b)

c)

Intensidad (u.a.)

5‘ 10 15
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Figura 10.7. Espectros EDS de: (a) CoFe;Qy4, (b) MIL-101(Fe), (c) CoFe;04/MIL-101(Fe).
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Difraccion de rayos X

En la Figura 10.8 se muestran los patrones XRD de CoFe;04, MIL-101(Fe) y
CoFe;04/MIL-101(Fe). Como puede observarse, se obtuvo una buena
coincidencia entre los materiales involucrados, demostrando que la
estructura del MOF no se modificd durante el proceso de sintesis y
mostrando la presencia de las MNPs en el composite.

Intensidad (u.a.)
E |

\ \ | \ \ | \ |
10 20 30 40 50 60 70 80

26 (°)
Figura 10.8. Patrones XRD de: (a) CoFe,04, (b) MIL-101(Fe), (c) CoFe,04/MIL-101(Fe).

Andlisis termogravimétrico

En la Figura 10.9 se muestran las curvas termogravimétricas obtenidas para
MIL-101(Fe) y CoFe204/MIL-101(Fe) bajo atmdsfera de N,. En ambos casos,
la descomposicion térmica consta fundamentalmente de cuatro etapas. En
la primera etapa, se observa una pérdida de masa entre 50 y 150 °C debida a
la eliminacidn de la humedad contenida en la superficie interna del material
y a posibles restos de los disolventes empleados en la sintesis. A
continuacién, se observa una pérdida de masa entre 150 y 280 °C
correspondiente a la eliminacidn de moléculas de agua estructurales en la
red de MIL-101(Fe). Entre 300 y 470 °C se observa una importante pérdida
de masa debida a la eliminacion de grupos cloruro, hidroxilo y carboxilo.
Finalmente, entre 470 y 700 °C se observa la descomposiciéon de la materia
orgdanica restante, permaneciendo el residuo mineral formado por CoFe;04y
hierro(lll), probablemente en forma de Fe;0s.
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Figura 10.9. Curva termogravimétrica de: CoFe,04/MIL-101(Fe) (linea azul), MIL-101(Fe)
(linea roja).

Estudio de variables en la espectrometria de masas

Se estudio la influencia de la polaridad de la ionizaciéon (modo positivo o
modo negativo), el caudal del gas de secado (entre 1 y 13 L min?), la
temperatura del gas de secado (entre 100 y 350 °C), la presion del
nebulizador (entre 10 y 50 psi), el voltaje del capilar (entre 600 y 6000 V), el
voltaje de fragmentacion (entre 40 y 400 V), la energia de colision (entre 5y
50 V) y la relacion m/z para los iones precursores e iones producto. Se
ensayaron diferentes valores para cada variable y se seleccionaron aquellos
que proporcionaron la mayor sefial analitica.

Estudio de las variables cromatograficas

Se estudid la influencia de la composicidn de la fase movil y la temperatura
de la columna.

Composicion de la fase movil

Como fase movil se usé una mezcla de agua y metanol conteniendo ambos
un 0.1 % v/v de acido férmico. Se ensayaron diferentes programas de elucion
en gradiente, obteniéndose los mejores resultados con el programa indicado
anteriormente.
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Temperatura de la columna

Se ensayaron temperaturas entre 30 y 60 °C. No se observaron diferencias
significativas, por lo que se selecciond una temperatura de 35 °C.

Estudio de variables en la microextraccion dispersiva por sorcion sobre
barra agitadora (SBSDME)

Se estudid la influencia de la cantidad de composite, el tiempo de extraccién,
el pH y la fuerza idnica de la fase dadora, la naturaleza del disolvente de
desorcion y el tiempo de desorcion. Para llevar a cabo estos estudios se
analizaron disoluciones patrén conteniendo los analitos (100 ng mL™).

Cantidad de composite

La transferencia de los analitos desde la fase dadora a la fase aceptora
(composite) depende de la relacion entre la superficie del material y el
volumen de la disolucidn. Se ensayaron cantidades de composite entre 10 y
40 mg, mientras que el volumen de la fase dadora se mantuvo en 25 mL. Los
resultados obtenidos se muestran en la Figura 10.10. Como puede
observarse, la sefial analitica aumenté al aumentar la cantidad de material
hasta 30 mg, mientras que cantidades superiores no proporcionaron una
mejora significativa. En base a esta observacién, se seleccionaron 30 mg de
composite.
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Figura 10.10. Estudio de la cantidad de composite.
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Tiempo de extraccion

Se estudié la influencia del tiempo de extraccidn entre 10 y 60 min. Los
resultados obtenidos se muestran en la Figura 10.11. Como puede
observarse, la extraccidn se completé en 30 min, mientras que tiempos
mayores no proporcionaron una mejora significativa. Por tanto, se selecciond
un tiempo de extraccion de 30 min.
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Figura 10.11. Estudio del tiempo de extraccion.

pH de la fase dadora

Se estudié la influencia del pH de la fase dadora en el intervalo 2-8. No se
observaron diferencias significativas, por lo que no se ajusté el pH en
posteriores experimentos. Estos resultados estuvieron de acuerdo con los
esperados en base al estudio del potencial zeta frente al pH, que reveld que
los cambios de pH en el intervalo estudiado no afectan a la quimica
superficial del composite. Ademas, las nitrosaminas objeto de estudio
tampoco estan influenciadas por los cambios de pH en la disolucién acuosa,
de acuerdo a sus valores de pK, (ver Tabla 10.1).

Fuerza iénica de la fase dadora

Se estudid la influencia de la fuerza idnica en el proceso de extraccion
afiadiendo diferentes cantidades de NaCl (0-10 % m/v). Los resultados
obtenidos se muestran en la Figura 10.12. Como puede observarse, los
mejores resultados se obtuvieron con un 1 % de NaCl debido al efecto salino
(“salting out”), que promueve la extraccion de compuestos organicos desde
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disoluciones acuosas. Contenidos superiores de NaCl no proporcionaron una
mejora significativa, probablemente por aumentar la viscosidad de la fase
dadora y dificultar la correcta dispersion del composite.
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Figura 10.12. Estudio de la fuerza idnica de la fase dadora.

Naturaleza del disolvente de desorcion

Se ensayaron etanol, metanol y acetona. Los resultados obtenidos se
muestran en la Figura 10.13. Como puede observarse, los mejores resultados
se obtuvieron al emplear acetona, ya que permitié la evaporacion rapida de
los extractos, reduciendo las pérdidas de analito por volatilizacién.
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Figura 10.13. Estudio de la naturaleza del disolvente de desorcidn.
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Tiempo de desorcion

Se estudid la influencia del tiempo de desorcidn entre 1 y 10 min. Los
resultados obtenidos se muestran en la Figura 10.14. Como puede
observarse, la desorcidn de los analitos se completé en 5 min.
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Figura 10.14. Estudio del tiempo de desorcién.

Estudio de la eficiencia de extraccion

Se comprobd la eficiencia de extraccién (capacidad para extraer los analitos
de la fase dadora) de las MNPs, el MOF y el composite, comparando la sefial
analitica de una disolucién patrén conteniendo los analitos (100 ng mL?)
antes y después de la extraccion. Los resultados obtenidos se muestran en la
Figura 10.15. Como puede observarse, las MNPs de CoFe;O, apenas
presentan capacidad para extraer los analitos en comparacién con el MOF
MIL-101(Fe). Finalmente, el composite CoFe;04/MIL-101(Fe) mantiene la
capacidad extractante del MOF, al mismo tiempo que las nanoparticulas le
confieren el magnetismo necesario para facilitar su manipulacién.
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Figura 10.15. Estudio de la eficiencia de extraccion.

Estudio de la eficiencia de desorcidn

Se comprobd la eficiencia de desorcién (cantidad de analito recuperado
durante la desorcién) en el procedimiento propuesto mediante el analisis de
una disolucién patrén conteniendo los analitos (100 ng mL?) aplicando dos
ciclos consecutivos de desorcidon. Se compard la sefal analitica de los
extractos obtenidos y se calculé la eficiencia de la primera desorcion. Los
resultados obtenidos se muestran en la Tabla 10.5. Como puede observarse,
la desorcion de los analitos se produce de manera cuantitativa (84 - 98 %) en
el primer ciclo de desorcién.

Tabla 10.5. Estudio de la eficiencia de
desorcidn.

Analito Eficiencia de desorcion (%)

NDBA 95+2
NDEA 89+4
NDPA 91+5
NDPhA 98+1
NMEA 87+4
NMOR 84+5
NPIP 85+5
NPYR 86+3
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Estudio de la repetibilidad en la sintesis del composite

La Figura 10.16 contiene los resultados obtenidos en el estudio de la
repetibilidad en la sintesis del composite, que se evalué en términos de
eficiencia de extraccidon para cinco lotes del composite. Como puede
observarse, se obtuvo una buena repetibilidad (RSD <10.8 %).
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Figura 10.16. Estudio de la repetibilidad en la sintesis del composite (# indica los
diferentes lotes).

Estudio del pretratamiento de la muestra

Se observd que dispersar una muestra cosmética en agua desionizada no
resultd adecuado para llevar a cabo la SBSDME, ya que la presencia de
compuestos lipofilicos insolubles evitd la correcta dispersidon del composite
en la fase dadora. Por este motivo, se adoptd una etapa de limpieza previa a
la extraccion. En este sentido, la adicion de un pequeiio volumen de hexano
(1 mL) en la dispersién de la muestra facilité la eliminacién de los compuestos
lipofilicos insolubles. Ademas, la adicion de NaCl (a partir del estudio de la
fuerza idnica) ayudd a reducir la formacién de emulsiones en el proceso.

Se evaluaron las pérdidas de analito en el pretratamiento de la muestra
debido al uso de hexano. Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla
10.6. Como puede observarse, se produjeron pérdidas significativas de las
nitrosaminas menos polares (NDBA, NDPhA), mientras que el resto no se
vieron afectadas significativamente. En cualquier caso, el pretratamiento fue
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necesario para que SBSDME se pueda llevar a cabo correctamente, por lo que
deberia aplicarse tanto a muestras como a patrones.

Tabla 10.6. Estudio del
pretratamiento de la muestra.

Analito Pérdidas de analito (%)

NDBA 70+1
NDEA 43+0.5
NDPA 7.1+£0.9
NDPhA 86+1
NMEA 29+0.1
NMOR 0.9+0.1
NPIP 2.7+0.6
NPYR 0.7+0.1

Estudio del efecto matriz

Se estudié el efecto matriz mediante el analisis de muestras fortificadas
aplicando la SBSDME con calibracion externa. Se evaluaron los coeficientes
de recuperacién que estuvieron comprendidos entre 34 y 430 %, mostrando
la existencia de un importante efecto matriz en la determinacién. Para
verificar la exactitud empleando la calibracién por adicién de patrén se
analizaron disoluciones de una muestra en la que no se detectaron los
analitos (muestra C) fortificadas con una concentracion conocida de los
analitos (10 ng mL™). Los resultados obtenidos (Tabla 10.7) mostraron que la
calibracién por adicién de patréon permitid corregir el efecto matriz.

Tabla 10.7. Estudio de la exactitud.
Coeficiente de

Analito o,

recuperacion (%)
NDBA 1097
NDEA 96 +8
NDPA 102 +9
NDPhA 101+8
NMEA 96 +2
NMOR 1079
NPIP 99 +2
NPYR 98+3
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Parametros analiticos del método propuesto
Linealidad

La linealidad estudiada alcanzé al menos 100 ng mL? para todos los analitos,
obteniéndose coeficientes de determinacién elevados (R? >0.990).

Limites de deteccion y cuantificacion

Los valores obtenidos para los limites de deteccion (3 S/N) y limites de
cuantificacion (10 S/N), siendo S/N la relacién sefial-ruido, se muestran en la
Tabla 10.8. Los limites de deteccidn instrumentales estuvieron
comprendidos entre 0.06 y 0.3 ng mL?, lo que corresponde con unos limites
de deteccidon del método entre 3y 13 ng g en la muestra cosmética.

Tabla 10.8. Limites de deteccion y cuantificacion.

Limites instrumentales Limites del método ©

Analito LOD @ LoQ®k LoD ? LoQ®
(ngmL?)  (ngmL?)  (ngg?) (ngg?)
NDBA 0.2 0.5 8 30
NDEA 0.2 0.7 10 30
NDPA 0.1 0.4 7 20
NDPhA 0.2 0.7 11 40
NMEA 0.2 0.8 12 40
NMOR 0.1 0.4 5 18
NPIP 0.06 0.2 3 10
NPYR 0.3 0.8 13 40

3 LOD: limite de deteccidn (3 S/N).
b LOQ: limite de cuantificacién (10 S/N).
¢ Limites del método calculados para una masa de 0.5 g.

Factores de enriquecimiento

La Tabla 10.9 contiene los valores obtenidos para los factores de
enriguecimiento, definidos como EF=Cex/Co donde Cex: €s la concentracién de
analito en el extracto y Gy es la concentracion en la disolucidn inicial antes de
la extraccion, que estuvieron comprendidos entre 4 y 62.

Rendimientos de extraccion

Considerando los factores de enriquecimiento y teniendo en cuenta el
procedimiento experimental (EFmex= 500), los valores obtenidos para los

202



Capitulo 10

rendimientos de extraccidn estuvieron comprendidos entre 0.8 y 12.4 %
(Tabla 10.9).

Tabla 10.9. Factores de enriquecimiento
y rendimientos de extraccion.

Analito EF? RE (%) ®
NDBA 372 74+04
NDEA 20+2 4+04
NDPA 62+2 12.4+04
NDPhA 47 +3 9.4+0.6
NMEA 4+1 0.8+0.2
NMOR 6t1 1.2+0.2
NPIP 46+ 3 9.2+0.6
NPYR 13+1 2.6+0.2

@ EF: factor de enriquecimiento.
b RE: rendimiento de extraccion.

Repetibilidad

La repetibilidad fue evaluada aplicando el procedimiento completo a cinco
réplicas de disoluciones patron conteniendo los analitos a dos niveles de
concentracion (10 y 100 ng mL) en una misma sesién de trabajo para la
repetibilidad intra-dia y en diferentes sesiones de trabajo para Ia
repetibilidad inter-dia. Los resultados obtenidos, que se muestran en la Tabla
10.10, indican que se alcanzd una buena precisiéon (RSD <17.0 %).

Tabla 10.10. Estudio de la repetibilidad.
Repetibilidad (RSD, %) 2

Analito Intra-dia Inter-dia
10 ng mL? 100 ng mL*? 10 ng mL? 100 ng mL?

NDBA 13.9 5.9 17.0 6.2
NDEA 6.3 7.0 11.0 9.5
NDPA 8.5 6.2 13.9 7.6
NDPhA 5.6 8.7 8.8 9.7
NMEA 6.2 6.9 13.2 8.5
NMOR 9.0 7.9 10.4 10.8
NPIP 6.3 7.1 9.6 10.5
NPYR 9.8 8.1 10.5 9.8

@ Desviacion estandar relativa (RSD, %), n = 5.
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Analisis de muestras

Los resultados obtenidos en el analisis de las tres muestras cosméticas
revelaron que NDBA (muestra A, <LOQ; muestra B, 160 + 30 ng g!) y NDEA
(muestra A, 440 + 20 ng g'%; muestra B, 240 + 50 ng g*) estuvieron presentes
en concentraciones significativas en dos de las muestras analizadas. Ademas,
NDPhA (muestra A, <LOQ) y NPIP (muestra B, <LOQ) también se detectaron
en concentraciones inferiores al limite de cuantificacidn. En la muestra C no
se detectd ninguna de las nitrosaminas estudiadas. En la Figura 10.17 se
muestra, a modo de ejemplo, el cromatograma obtenido en el andlisis de una
crema cosmética (muestra B) fortificada con 100 ng mL™ de los analitos.
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Figura 10.17. Cromatograma obtenido aplicando el método propuesto a
una crema cosmética (muestra B) fortificada con 100 ng mL? de los
analitos.

204



Capitulo 10

CONCLUSIONES

Como se ha indicado, las nitrosaminas son una familia de compuestos
altamente cancerigenos, por lo que su presencia en los productos cosméticos
se encuentra prohibida desde 1992. Sin embargo, aln pueden encontrarse
en los cosméticos a nivel de trazas ya que se forman con relativa facilidad por
reaccidn entre aminas y compuestos nitrosantes. En este capitulo:

— Se ha desarrollado y validado un nuevo método analitico para la
determinacion simultdnea a nivel de trazas de ocho nitrosaminas
prohibidas en productos cosméticos.

— El método se basa en la microextraccién dispersiva por sorcién sobre
barra agitadora (SBSDME) seguida de LC-MS/MS.

— Se ha empleado un novedoso material composite de MNPs-MOF,
CoFe;04/MIL-101(Fe), como sorbente magnético.

— El método propuesto se ha aplicado al andlisis de muestras cosméticas
con matrices hidrofilicas y lipofilicas.

— Se ha expandido la aplicabilidad analitica de la SBSDME, en el andlisis de
nuevas matrices empleando nuevos materiales.

— El método propuesto es util para llevar a cabo el control de calidad de
los productos cosméticos, para garantizar la seguridad de los
consumidores y el cumplimiento de la legislacidn vigente.
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Conclusiones finales

En la presente Tesis Doctoral se han desarrollado y validado diferentes
métodos analiticos para la determinacion de sustancias relacionadas con la
eficacia y la seguridad de los productos cosméticos, teniendo en cuenta las
necesidades y demandas del actual Reglamento Europeo sobre los
productos cosméticos. Durante el desarrollo de los trabajos presentados se
ha prestado especial atencién a las directrices de la denominada Quimica
Analitica Ecoldgica, proponiendo en la medida de lo posible métodos inocuos
para el operador y respetuosos con el medio ambiente. En este sentido, se
han propuesto y/o adoptado diferentes estrategias de (micro)extraccion con
el objetivo de reducir el volumen necesario de disolventes organicos,
seleccionando en cada caso las alternativas de menor toxicidad.

Asi pues, en relacidn a la determinacién de ingredientes activos:

— Se ha desarrollado un método analitico para la determinacién de dos
compuestos antioxidantes procedentes del olivo, hidroxitirosol y tirosol,
en diferentes extractos naturales empleados como ingredientes
cosméticos y en los productos acabados que los contienen.

La preparacion de la muestra es sencilla y la determinacién se lleva a
cabo mediante LC-UV/Vis, por lo que el procedimiento descrito y la
instrumentacion necesaria es accesible para las industrias cosméticas.

Este trabajo permite mostrar la utilidad de la Quimica Analitica para el
control de las materias primas, de los procesos de produccién y de los
productos acabados en la industria cosmética.

En relacion a la determinacién de conservantes:

— Se ha desarrollado un método analitico para la determinacidon de
bronopol, un conservante autorizado cuya concentracién mdxima
permitida en los cosméticos se encuentra restringida al 0.1 % y que
puede actuar como agente nitrosante en la formacién de nitrosaminas.
Para ello, se propone la VAESME seguida de LC-UV/Vis, siendo un
procedimiento rapido, sencillo y util para llevar a cabo el control de
calidad en las industrias cosméticas.

— Ademads, se ha desarrollado un método analitico para la determinacién
de formaldehido libre en presencia de conservantes dadores de
formaldehido, que de acuerdo al Reglamento Europeo se permite una
concentracién mdaxima del 0.1 % en productos bucales y del 0.2 % en el
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resto de productos. El uso de formaldehido como conservante en los
productos cosméticos se ha relacionado con una mayor incidencia de la
dermatitis de contacto. Para llevar a cabo la determinacidn, se propone
la RP-DLLME seguida de LC-UV/Vis con derivatizacion post-columna, lo
gue permite el andlisis de formaldehido a nivel de trazas.

Por otro lado, se han desarrollado dos métodos analiticos para la
determinacidn de varios “conservantes alternativos”, sustancias que
teniendo otra funcién se emplean como conservantes debido a su
actividad antimicrobiana, y pese a ello todavia no se encuentran
reguladas.

= En el primero de ellos se lleva a cabo la determinaciéon de
hidroxietoxifenil butanona (HEPB) mediante LC-UV/Vis tras una
etapa de lixiviacidn asistida por ultrasonidos.

= En el segundo método se lleva a cabo la determinacién de cinco
conservantes alternativos, alcohol fenetilico, metilpropanodiol,
fenilpropanol, caprilil glicol y etilhexilglicerina, aplicando una
derivatizacion seguida de VALLSME y LC-UV/Vis.

Aunque no exista actualmente legislacion que lo demande, el control
analitico de los conservantes alternativos es de gran importancia ya que
podrian tener implicaciones sobre la salud humana debido a la actividad
bioldgica que presentan.

Finalmente, en relacidn a la determinaciéon de sustancias prohibidas:
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Se ha propuesto un método analitico para la determinacidon de
bisphenol A y tres alquilfenoles, n-octilfenol, t-octilfenol y n-nonilfenal,
en productos cosméticos y materias primas. Estos compuestos son
perjudiciales para la salud humana por su actividad como disruptores
endocrinos. Para su analisis, se propone la determinacién directa
mediante LC-MS tras la dilucién de las muestras empleando la
calibracion por adicion de patron.

Se han desarrollado dos métodos analiticos para la determinacion
diferentes nitrosaminas, sustancias que presentan actividad
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cancerigena y cuya presencia en los productos cosméticos se encuentra
prohibida desde 1992.

En el primer método se propone la técnica de microextraccion VA-
RP-DLLME seguida de LC-MS para la determinacién de siete
nitrosaminas en productos cosméticos.

En el segundo método se lleva a cabo la microextraccidn de ocho
nitrosaminas mediante SBSDME empleando un novedoso
material magnético, CoFe,0,/MIL-101(Fe), como sorbente
seguida de la determinacion mediante LC-MS/MS.
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LISTA DE SIGLAS Y ACRONIMOS







BP
Bronopol
BPA
Bisfenol A

CAS
Chemical Abstracts Service
CCSsC

Comité Cientifico de Seguridad de los
Consumidores

CE

Comunidad Europea

CEE

Comunidad Econdmica Europea
CEN

Comité Europeo de Normalizacion
CENELEC

Comité Europeo de Normalizacion
Electrotécnica

CG
Caprilil glicol
CTN

Comité Técnico de Normalizacion

DEA
Dietanolamina
DLLME
Microextraccién
dispersiva

DLS

Dispersién dindmica de luz

DMDM hidantoina
1,3-dimetilol-5,5-dimetil hidantoina
DMF

Dimetilformamida

liquido-liquido

Lista de siglas y acronimos

DSPE
Extraccion en fase sélida dispersiva

EDQM

Direccién Europea de Calidad del
Medicamento y la Asistencia Sanitaria

EDX

Espectroscopia de dispersion de
energia de rayos X

EF

Factor de enriquecimiento
EG

Etilhexilglicerina

EPA

Agencia de Proteccion del Medio
Ambiente

EN
Norma Europea
ETSI

Instituto Europeo de Normas de
Telecomunicaciones

ESI
lonizacion por electronebulizacion
EU

Unién Europea

FID

Detector de ionizacion en llama

GC

Cromatografia de gases
GT

Grupo de Trabajo

HEPB

Hidroxietoxifenil butanona
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Lista de siglas y acrénimos

HPLC

Cromatografia de liquidos de alto
rendimiento

HS
Espacio de cabeza
HS-SPME

Microextraccion en fase sélida de
espacio de cabeza

HTYR

Hidroxitirosol

INCI

Nomenclatura  Internacional de
Ingredientes Cosméticos

IPBC
3-iodo-2-propinil butilcarbamato
IRMM

Institute for Reference Materials and
Measurements

I1SO

Organizacion
Normalizacion

Internacional de

JRC
Joint Research Center

LC

Cromatografia de liquidos
LLE

Extraccion liquido-liquido
LOD

Limite de deteccién

LoQ

Limite de cuantificacidn
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MNPs

Nanoparticulas magnéticas
MOFs

Redes organometalicas
MP

Metilpropanodiol

MRM

Monitorizacion de reaccion multiple
MsS

Espectrometria de masas
MS/MS

Espectrometria de masas en tandem

4NA

4-Nitroanilina

NDBA
N-nitrosodibutilamina
NDEA
N-nitrosodietilamina
NDELA
N-nitrosodietanolamina
NDMA
N-nitrosodimetilamina
NDPA
N-nitrosodipropilamina
NDPhA
N-nitrosodifenilamina
NMEA
N-nitrosoetilmetilamina
NMOR
N-nitrosomorfolina

NP

Nonilfenol

NPIP

N-nitrosopiperidina



NPYR
N-nitrosopirrolidina

OCCLs

Red europea de Laboratorios
Oficiales de Control de Cosméticos

oP
Octilfenol

PA

Alcohol fenetilico
PP

Fenilpropanol
PTFE

Politetrafluoroetileno (teflén)

RE

Rendimiento de extraccién
RP

Fase reversa

RP-DLLME

Microextraccion liquido-liquido
dispersiva en fase reversa

RSD

Desviacién estandar relativa

SBSE

Extraccion por sorciéon sobre barra
agitadora

SBSDME

Microextraccion dispersiva por
sorcion sobre barra agitadora

SC

Subcomité

Lista de siglas y acronimos

SEM
Microscopia electrénica de barrido
SIM

Monitorizacién de iones
seleccionados

S/N

Relacién sefial-ruido
SPE

Extraccion en fase sélida
SPME

Microextraccion en fase sélida

TC

Comité Técnico

TEA

Analizador térmico de energia
TEM

Microscopia
transmision

TYR

Tirosol

electrdnica de

UNE

Asociacion Espaiiola de
Normalizacién,

Una Norma Espafiola
USAEME

Microextracciéon con formacion de
emulsién asistida por ultrasonidos

uv

Ultravioleta
UVv/Vis
Ultravioleta-visible

VA

Asistido por vortice
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Lista de siglas y acrénimos

VAEME

Microextraccién con formacion de
emulsion asistida por vortice

VAEsSME

Semi-microextraccion con formacion
de emulsién asistida por vortice

VALLME

Microextraccion liquido-liquido
asistida por vértice

VALLsME

Semi-microextraccion liquido-liquido
asistida por vértice

VA-RP-DLLME

Microextraccion liquido-liquido
dispersiva en fase reversa asistida por
vortice

VSLLME

Microextraccién liquido-liquido con
formacion de emulsion mediante
surfactantes asistida por vortice

WG
Grupo de Trabajo

XRD
Difraccion de rayos X
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