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1. Resumen

Al igual que ocurre con otro tipo de productos como los farmacéuticos o los
alimentarios, en los productos cosméticos existen sustancias capaces de desencadenar
reacciones de hipersensibilidad induciendo al origen de alergias. La legislacién europea
referente a productos cosméticos incluye a 26 alérgenos de fragancia (24 compuestos y 2
extractos naturales) y es de obligado cumplimiento que aparezca en el etiquetado del
producto los alérgenos presentes si sobrepasan un limite legal establecido. En este trabajo, a
través del uso de una de las técnicas analiticas mas utilizadas, la cromatografia liquida de alta
resolucion (fase reversa, RP-HPLC), se ha desarrollado un método analitico capaz de
identificar todos los alérgenos recogidos en el reglamento europeo y testar su validez en
diferentes productos cosméticos comerciales (mascarilla capilar, champu sin alérgenos,
sérum facial y desmaquillante). Se obtuvieron rectas de calibrado para la cuantificacién de 20
de los alérgenos de fragancia y se determinaron sus limites de deteccion y cuantificacion, asi
como la precision del método. Para la deteccion de uno de esos alérgenos se empled la
espectrometria de masas (MS), al tratarse de un extracto complejo y con el fin de poder
detectarlo de manera inequivoca en las muestras analizadas. Los datos obtenidos mostraron
que el método es plenamente funcional y capaz de ser aplicado sobre muestras reales de
productos cosmeéticos, si bien la aparicion de algunas discrepancias con el etiquetado de
estos hace necesarios futuros ensayos para concluir la validacion del método para su uso

rutinario.

Palabras claves: RP-HPLC, MS, cromatografia liquida, analito, alérgenos, productos

cosmeéticos.
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2. Abstract

As well as other types of products such as pharmaceuticals or food, there are
substances in cosmetic products being able to trigger hypersensitivity reactions, inducing
allergies origin. European legislation makes reference to cosmetic products including 26
fragance allergens (24 pure substances and 2 natural extracts), being compulsory to show
allergens presence on the product labelling if some of them exceed established legal limit.
This work, using one of the most common analytical techniques, high resolution liquid
chromatography (reverse phase RP-HPLC), has been developing an analytical method
qualified to identify all allergens contained in European regulation and tested its validate in
different commercial cosmetic products (hair mask, allergen free shampoo, facial serum and
make up remover). Calibration lines were obtained for 20 fragance allergens quantification
process in addition to their detection and quantification limits which were also achieved, as
well as method precision. In order to detect one of these allergens, Mass spectrometry (MS)
was used. As it was referring to a complex extract, the main objective was to detect it
unequivocally in the analyzed samples. Obtained data showed that this method is fully
functional due to it can be applied on real cosmetic product samples, although there were
some label specified allergens which were not detected. Future test are necessary to conclude

method validation for routine use.

Key words: RP-HPLC, MS, liquid chromatography, analyte, allergens, cosmetic products.
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3. Introduccidén y antecedentes

3.1. Alérgenos en los productos cosméticos

A efectos del Reglamento (CE) n° 1223/2009 del Parlamento Europeo y del Consejo,
se define en su articulo 2 a un producto cosmético como: “toda sustancia o mezcla destinada
a ser puesta en contacto con las partes superficiales del cuerpo humano (epidermis, sistema
piloso y capilar, ufias, labios y érganos 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”. Por lo tanto, los
cosméticos son productos destinados a mejorar el aspecto de piel, sus anejos y mucosas,

pero siempre de uso local.

La industria cosmética esta distribuida a nivel global, si bien el consumo de
cosmeéticos esta intimamente relacionado con el nivel de desarrollo de cada pais. El valor de
consumo de cosméticos en Europa en 2018 clasifica a los siguientes paises como principales
consumidores: Alemania, Francia, Reino Unido, Italia y Espafia. Estos paises presentan un

gasto conjunto anual de 53.248 millones de euros?.

Resultado de la reglamentacion y el esfuerzo de los profesionales del sector, los
cosmeéticos hoy en dia son seguros, pero todavia existen algunos problemas entre los que se
encuentran la inclusion, por error u omision, de determinados alérgenos en su composicion.
La consecuencia mas comun de la inclusién de estos alérgenos en las formulaciones finales
es la aparicién de dermatitis alérgica de contacto. Esta es una afeccién cutanea debida a una
reaccién inmunoldgica de tipo IV, fruto del contacto de ciertas sustancias o alérgenos con la
piel. Esta reaccidn cutanea se origina tras una exposicion repetida a un alérgeno, originando
una sensibilizacion previa al contacto del alérgeno con la piel. Clinicamente, la dermatitis de
contacto se distingue por la presencia de prurito, eritema, eczema, vesiculas y ampollas en
fases mas agudas y de piel queratinizada en fases crénicas. A este tipo de hipersensibilidad
se le denomina también como hipersensibilidad retardada ya que sus efectos son apreciables
entre 24-72h tras la exposicion al antigeno?. El protocolo para la determinacion de las alergias
se realiza a través de una prueba epicutanea o patch test, donde se expone al paciente a un

conjunto de alérgenos bajo condiciones controladas.

Entre las sustancias causantes de la dermatitis de contacto se distinguen: algunos
metales (niquel cobalto, oro...), determinados alérgenos presentes en productos cosméticos
o ciertas sustancias que incorporan algunas especies vegetales. La intensidad de la reaccion

desencadenada, su localizacién y morfologia irdn determinadas por la propia alergenicidad
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del alérgeno. Cabe mencionar la influencia de otras variables implicadas como: el tiempo de
exposicion, el estado cutaneo previo al contacto, la inmunocompetencia personal y las

condiciones ambientales, entre otras®.

Como se ha comentado anteriormente, esta reaccion inflamatoria esta mediada por el
mecanismo inmunoldgico de hipersensibilidad tipo IV. Esta, es responsable de la dermatitis
por contacto, lesiones tisulares en enfermedades infecciosas y de rechazo a trasplantes de

tejidos.
En cuanto a los tipos de dermatitis de contacto, se diferencian:

a) Dermatitis de contacto alérgica inducida por via sistémica. Se origina una inflamacién
de manera extendida, que es apreciable en pacientes que han sido sensibilizados por
contacto a alérgenos, ya haya sido por via oral, inhalada o intravenosa. Puede originar

lesiones de tipo eczema generalizado®®.

b) Dermatitis de contacto alérgica aerotransportada. Ciertas sustancias causantes de la
dermatitis por contacto pueden encontrarse suspendidas formando parte del
ambiente, en forma de pequefias particulas, gotas o vapores. Al entrar en contacto con
la piel, en ocasiones, pueden generar alteraciones respiratorias como asma, oculares

como la conjuntivitis e incluso inflamacién de las mucosas®.

c) Dermatitis por contacto fotoalérgica. La reaccién inflamatoria se origina debido a la
exposicion a la luz UV del sol o a otra fuente de energia radiante al reaccionar con una

sustancia fotosensibilizante (fotoalérgeno o fotoantigeno)®.
En la fisiopatologia de la dermatitis alérgica por contacto se distinguen dos etapas:

1. Una fase aferente o fase de induccion. El comienzo de esta etapa se origina con el
primer contacto de un hapteno con la piel. Un hapteno no es mas que una sustancia
que requiere de un transportador (proteina transportadora) para poder presentar
capacidad inmunogénica, ya que por si misma no es capaz de inducir anticuerpos. Una
vez formado el complejo hapteno-transportador es procesado por las células
presentadoras de antigenos (APC, antigen-presenting cells). En esta primera etapa, las
células de Langerhans migran desde la piel al ganglio linfatico de la zona expuesta,
provocando la activacion en la dermis y epidermis de linfocitos T CD8+ (Tc) y T CD4+
(Th), tal y como se muestra en la Figura 1. Estas células T continGan creciendo,

incorporandose al torrente sanguineo y recorriendo los érganos linfoides y la piel’.
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2. Fase eferente o de elicitacién. Tras una segunda exposicion al hapteno, aparece la
dermatitis tras 24/72 horas. Como se aprecia en el tramo medio y final de la Figura 1,
las células linfociticas T efectoras liberan citoquinas, las cuales van a actuar sobre el
endotelio vascular. Finalmente, se va a producir un reclutamiento de células
fagociticas, siendo las encargadas de estimular la respuesta inmunitaria, con la

consiguiente reaccion inflamatoria tisular’.

Delayed-type hypersensitivity

Inflammation
Neutrophil
enzymes,
reactive oxygen
intermediates

Tissue injury

Normal cellular tissue
Figura 1. Reacciones implicadas en la hipersensibilidad retardada (tipo 1V)8.

La dermatitis alérgica de contacto debida al uso de productos cosméticos resulta ser
un problema dermatolégico mas habitual de lo que se cree. Segun datos de la Academia
Espainola de Dermatologia y Venereologia, su prevalencia en la poblacion general se estima
entre un 1-2%°. Los nuevos casos diagnosticados continian en aumento, haciéndose
importantes inversiones en nuevas estrategias preventivas y de diagndstico. Esta irritacion
cutanea supone un importante impacto en la calidad de vida de aquellas personas que la
padecen. En cualquier caso, estas cifras no son del todo representativas, ya que la mayoria de
las personas que sufren dermatitis por contacto, simplemente, se limitan a no volver a utilizar

el producto sin visitar a ningun especialista.

Los principales productos causantes de la mayoria de los casos de dermatitis de
contacto son los relacionados con la higiene e hidratacién cutanea, seguidos de los
cosmeéticos ungueales y los relacionados con el cabello. Entre sus componentes, las
fragancias son responsables de la mayoria de las alergias a cosméticos, tras los tintes
capilares. Segun la Asociacién Internacional de Fragancias (IFRA) se define a un ingrediente
de fragancia como: “toda sustancia basica que se utiliza en la elaboracién de perfumes por
sus propiedades aromatizantes, de intensificacion de los aromas o de componente para las

mezclas.”"0.
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Es probable que la falta de informacion junto a la gran variedad de productos
cosmeéticos presentes en el sector, sean las principales causas de que muchos usuarios no
lleguen a plantearse los potenciales efectos adversos que estas sustancias pueden originar a
nivel cutaneo. Cada vez es mas frecuente el numero de personas que presentan algun tipo de
alergia cutanea debido a su uso. Es por ello por lo que estas sustancias alergénicas juegan un
papel importante en el ambito regulatorio, y su determinacién y estudio esta claramente

justificada.

Entre los compuestos para la sintesis de una fragancia se estiman mas de 2000
ingredientes disponibles para formularla. Esta puede estar formada entre 10 y 300 sustancias
diferentes. Para detectar las alergias mas comunes a las fragancias, se utiliza una mezcla de
7 sustancias presentes en ellas y 1 extracto natural para su diagndstico. A este conjunto de
fragancias se le denomina Frangance Mix (Tabla 1) e incluye las sustancias alérgenas mas

frecuentes en Europa'®.

Tabla 1. Composicion del Fragance Mix'°.

X

Compuesto
a-Amilcinamaldehido
Alcohol a-amilcinamilico
Cinamaldehido
Eugenol

Hidroxicitronelal
Isoeugenol
Extracto de musgo de roble

VR R R R R R Rk R

|

I

I

I

I

Geraniol |
I

I

I

) |

Sesquilato de sorbitan (emulgente

Con relacién al conocimiento que existia en torno a las caracteristicas de las
fragancias empleadas en cosméticos y de los casos de alergias reportados por los
consumidores, el SCCNFP (Scientific Committee on Cosmetic Products and Non-Food
Products) en 1999, reconocié y aprobd el dictamen realizado meses antes, por el cual se
identificaban a las sustancias mas habituales en funciéon de su capacidad para provocar
reacciones alérgicas. Es por ello, que las primeras fragancias declaradas como alérgenos de
consumo fueron: a-amilcinalmadehido, alcohol de bencilo, alcohol cinamilico, citral, eugenol,
hidroxicitronelal, isoeugenol, alcohol a-amilcinamilico, salicilato de bencilo, cinamaldehido,
cumarina, geraniol y Lyral® (4-(4-hidroxi-4-metilpentil)-3-ciclohexeno-1-carboxaldehido). Esta
ultima fragancia de origen sintético es muy utilizada en Europa, con una incidencia de

sensibilizacion en la poblacion entre 1-3 %" (Figura 2).
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De igual forma que se reconocieron a las sustancias alérgicas mas habituales, también
se informé de aquellas que presentaban una menor incidencia entre los consumidores. Las
identificadas en este caso fueron: alcohol anisilico, cinamato de benzilo, farnesol, Lilial® (2-(4-
tert-butilbencil)-propinaldehido), linalool, a-cetona, benzoato de bencilo, B-citronelol, a-

hexilcinamaldehido, D-limoneno y 2-octinoato de metilo.

Figura 2. Eczema de contacto alérgico en zona axilar originado por desodorante con Lyral™.

3.2. Regulacién europea sobre la concentracion de fragancias

La normativa vigente se corresponde con la evolucion que ha ido sufriendo la primera
al respecto, que fue la Directiva 76/768/CEE del Consejo, de 27 de julio de 1976. Esta
normativa unificaba a los estados miembros en materia relativa a los productos cosméticos,
priorizando como objetivo principal la proteccion de la salud humana. El antiguo Comité
Cientifico de Seguridad de los Consumidores, SCCNFP (7997-2004), mas tarde denominado
SCCP (Scientific Committe on Consumer Products, 2004-2009) y actualmente SCCS
(Scientific Comittee on Consumer Safety) es el organismo responsable de dictaminar las
cuestiones relativas a los riesgos para la salud humana y seguridad (biolégicos, quimicos,

fisicos, etc.), relacionados con productos de consumo no alimentarios.

El 8 de diciembre de 1999, el SCCNFP expuso la problematica en referencia a un
conjunto de 24 ingredientes de fragancias (13 bien documentadas y 11 con menor
informacion) que producian dermatitis alérgica de contacto, reconocidas ademas por los
usuarios. Sobre las bases de lo establecido en 1999, este organismo introdujo en la 72
enmienda del Anexo Il de la Directiva 2003/15/CE'? las 24 sustancias anteriormente
mencionadas junto a 2 nuevas (Evernia prunastri y Evernia furfuracea), haciendo un total de

26 ingredientes de fragancias actualmente reconocidas (Tabla 2).
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Tabla 2. Listado de las 26 fragancias de declaracién obligatoria el etiquetado de productos cosméticos,
en funcion de la séptima enmienda de la Directiva de Cosmética™’.

Compuestos

a-Amilcinalmadehido
Alcohol a-amilcinamilico
a-Hexilcinamaldehido
B-Citronelol

Alcohol de bencilo
Benzoato de bencilo
Cinamato de bencilo
Salicilato de bencilo
Cinamaldehido
Alcohol cinamilico
Citral

Cumarina

Farnesol

Geraniol
Hidroxicitronelal
Isoeugenol
D-Limoneno
Linalool
2-Octinoato de metilo
Evernia prunastri
Evernia furfuracea
Lilial®

a-Cetona

Lyral®

Eugenol

Alcohol anisico

Tras numerosas modificaciones se adoptd el Reglamento (CE) n°® 1223/2009 del
Parlamento Europeo y del Consejo de 30 de noviembre de 2009 (entrada en vigor el 11 de julio
de 2013). Sobre él se contindan haciendo cambios en sus diferentes anexos, entre los que

cabe destacar:

v El incremento de la seguridad de los productos cosméticos respecto al cumplimiento

de nuevas obligaciones de seguridad, resultando mas estrictas previa
comercializacion de dichos productos.

v La simplificacién burocratica, reduciendo asi la carga administrativa y ambigiiedades.
También, se han reducido los procedimientos para las empresas y autoridades
reguladoras propias del sector.

v La actualizacién de los criterios respecto a nuevos avances tecnoldgicos, incluyendo
el uso de nanomateriales.

v Elmantenimiento de la previa prohibicién de la experimentacion en animales (Directiva
2003/15/CE). Esta directiva entr6 en vigor en 2004 en la cual se prohibia la
experimentacion animal para productos cosméticos. Este avance culminé en el afio
2009, cuando se prohibié utilizar animales también como parte de la investigacion

sobre ingredientes cosméticos.

Basdndose en estas consideraciones, la Directiva exigia a la UE (Unién Europea) la

declaracion de estas 26 sustancias cuando se encontrasen en cantidades superiores a los
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niveles establecidos. En relacion a las cantidades presentes, resulta de obligado cumplimiento
(desde el 2005) la informacién y declaraciéon de la presencia de estos alérgenos cuando
excedan una concentracion superior al 0,001% o 10 ppm en productos que no necesitan
aclarado (leave-on), mientras que en los que si lo necesitan (rinse-off), como los geles y
jabones, el limite se establece en 0,01% o 100 ppm'" '3, Requerir la presencia de estas
sustancias en la lista de ingredientes y la correcta informacién al consumidor, mejora el
diagndstico de las alergias de contacto, haciendo que los propios usuarios elijan los productos

gue mas se adapten a su tipo de piel.

Como consecuencia del incremento en el nimero de personas diagnosticas con
dermatitis de contacto, y dado el uso diario de productos cosméticos y de higiene personal,
surge la necesidad de plantear nuevas estrategias y metodologias que faciliten la

determinacién y cuantificacion de aquellos alérgenos presentes en los mismos.

Con este trabajo, se pretende desarrollar un método cromatografico que permita la
identificacién de forma simultanea de estas sustancias, simplificando el analisis y acelerando
la obtencién de resultados. Teniendo en cuenta la disponibilidad y acceso a los distintos
compuestos, Unicamente se ha incluido a uno de los dos extractos declarados como
alérgenos, el extracto de musgo de roble (Evernia prunastri), dejando al extracto de musgo de
arbol (Evernia furfuracea)fuera del estudio. Ambos extractos se corresponden con sustancias
naturales, que de acuerdo con la declaracion provisional dada por el SCCNFP se consideraron
en un documento separado (SCCNFP/0202/99)'°. Los compuestos mayoritarios en el extracto
de musgo son el &cido evérnico, el acido Usnico, la atranorina y la cicloatranorina' (Figura 3).

0 [0}
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o o]
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z
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Figura 3. Estructura quimica de los compuestos mayoritarios presentes en el extracto de musgo de
roble (Evernia prunastri). De izquierda a derecha: acido evérnico, acido Usnico, atranorina y
cloroatranorina.

OH

Por tanto, ademas del extracto mencionado, en el presente trabajo se van a analizar
los otros 24 compuestos puros declarados como alérgenos en la reglamentacion, los cuales

presentan diferentes polaridades en base a su distinta naturaleza quimica (Figura 4).
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Figura 4. Estructura quimica de los 24 compuestos puros declarados como alérgenos.
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3.3. La cromatografia liquida

Una de las técnicas mas empleadas para la determinacién de las distintas sustancias
que conforman a un producto cosmético, es la cromatografia liquida (LC, /iguid
chromatography). Su fundamento va a permitir la separacién de los distintos elementos que
constituyen el producto final. En este tipo de cromatografia se emplea un fluido como fase
movil al que se le hace pasar a través de una sustancia o medio poroso, que constituye la fase
estacionaria. La muestra es inyectada al sistema y los analitos son transportados por la fase
movil hasta la fase estacionaria, con la que interaccionaran en menor o mayor medida y

finalmente seran eluidos, continuando el recorrido mediante la fase movil hasta el detector.

En un contexto histérico el desarrollo de los primeros métodos cromatograficos se
empieza a llevar a cabo a mediados del siglo XIX, basados en procedimientos clasicos de
extraccion, destilacién y precipitacion. El uso y aplicacién de la cromatografia eran llevados a
cabo por cientificos habituados a trabajar con sustancias colorantes. No fue hasta el afio
1861, cuando se publica la primera obra conocida al respecto, denominada “Andlisis capilar’,
donde se describia el ascenso de una disolucion en depdsitos con colorantes a través de
trozos de tela. En ella, se observaba la separacion de los distintos componentes a través de

la aparicion de diferentes regiones coloreadas’®.

Los cientificos Synge y Martin implementaron una nueva técnica denominada
cromatografia de reparto, consiguiendo el Premio Nobel de Quimica en 1952. Se vio
aumentada la lista de premios nobeles posteriores basados en el uso de técnicas

cromatograficas.

3.4. Tipos de cromatografia liquida

Al botanico Tswett se le atribuye el haber asentado las bases para el desarrollo de la
actual cromatografia moderna, la cromatografia en columna. Sus estudios realizados a
principios del siglo XX, se centraron en la separacién de pigmentos vegetales, clorofilas y
xantofilas'®. Para este fin, utilizé una disoluciéon de pigmentos en éter de petroleo y filtré la
muestra haciéndola pasar a través de una columna con un adsorbente formado por pequefias
particulas de carbonato calcico. La columna de Tswett se trataba de un tubo vertical abierto
en la parte superior, que contenia esas particulas adsorbentes a las que se les denomina fase
estacionaria. Por ese tubo fluia una sustancia liquida denominada eluyente o fase movil, en la
cual iban las moléculas a separar. Atendiendo a la secuencia de adsorcion de los distintos

pigmentos, observé la separacion de las sustancias presentes en la muestra mediante

11
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diferentes franjas coloreadas. Con la realizacion de este experimento, Tswett demostré que
la clorofila era uno de los muchos pigmentos presentes en los vegetales. Resulta evidente que
el fendomeno de adsorcidn referido no se limita Unicamente a pigmentos vegetales, sino que
las mismas leyes operan en todo tipo de compuestos quimicos'. Es asi, como la sencilla
columna de Tswett, se ha ido mejorando hasta dar lugar a los potentes equipos

cromatograficos que se conocen actualmente.

No obstante, también existe la cromatografia en plano, donde la fase estacionaria se
la inmoviliza sobre una placa y la fase mévil se mueve a través de ella por capilaridad,
interviniendo la gravedad en algunos casos o mediante la aplicacion de un potencial eléctrico.
Dentro de este tipo, se distinguen la cromatografia en capa fina (TLC), la cromatografia en
papel (PC) y la electrocromatografia (EC). Entre ellos destaca la TLC como el método mds

rapido, simple y eficaz, obteniendo resultados facilmente replicables.

El fundamento analitico de la cromatografia consiste en tratar de separar a los
diferentes analitos, basandose en sus velocidades de desplazamiento cuando la fase movil
(liquida, gaseosa o fluido supercritico) los arrastra a través de una fase estacionaria (sélida,
gel o liquida), en funcién de la afinidad de los analitos por las diferentes fases. Dependiendo
de las caracteristicas de la muestra a analizar, para favorecer la separacion de sus
compuestos, se pueden utilizar combinaciones del estado fisico de la fase movil y de la

estacionaria.

Segun el tipo de fase estacionaria empleada, la separacién de los componentes que
conforman a una mezcla va a depender tanto de la naturaleza quimica, como de la afinidad
que estos posean a su paso por dicha fase. Cada uno de ellos va a eluir a distinto tiempo,

denominado tiempo de retencion (tr).

En la Figura 5 se representa lo comentado con relacion a la separacion de los
compuestos de una mezcla en funcion a sus diferentes movilidades, fruto de sus
interacciones con la fase movil y estacionaria. Al inicio de la cromatografia se aprecia la
mezcla de analitos en la cabeza de columna (Figura 5A, zona negra). En su paso por la
columna conducidos por la fase movil, cada analito interaccionara en mayor o menor medida
con la fase estacionaria segun su naturaleza quimica. Los analitos con mayor afinidad por la
fase estacionaria interaccionaran con ella, retrasando su avance, mientras que aquellos con
mejor afinidad por la fase estacionaria, avanzaran mas rapidamente de la mano de la fase
movil por la que tendran mayor afinidad. Con ello, los analitos se irdn separando a lo largo de

la columna y cada uno de ellos eluira a distinto tiempo (tr) (Figura 5B).
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Figura 5. Retencioén de analitos en funcion de sus afinidades a su paso por la fase estacionaria’®.

En base a las diferentes interacciones que se pueden observar entre los analitos a

separar y del estado de la fase mévil y estacionaria, se diferencian cuatro tipos principales de

cromatografia liquida, que se muestran en la Figura 6 y se listan a continuacién:

a)

Cromatografia de exclusién por tamafio, también conocida como cromatografia de
filtracidn en gel, es un método de especial utilidad en la separacion de sustancias de
elevado peso molecular. El relleno poroso en este tipo de cromatografia se
corresponde con sustancias poliméricas o de silice. El tiempo de retencion de cada
molécula en la matriz va a venir determinado por su tamafio. Las moléculas mas
grandes con un tamafio medio mayor al de los poros de la matriz, no van a poder
penetrar en ella ni quedar retenidas, siendo las primeras en eluir. Sin embargo, aquellas
que presentan tamafios menores a los poros de la matriz van a poder acceder a ellos

quedando retenidas mas tiempo.

Cromatografia idnica, o cromatografia de intercambio i6nico. La fase estacionaria va
a estar formada por una resina natural o sintética en la que sus componentes
presentan carga eléctrica en su superficie. Las sustancias catiénicas se intercambian
gracias al uso de resinas que presentan cargas negativas (resinas de intercambio
catiénico). De la misma forma, las sustancias aniénicas se intercambian con fases
estacionarias con cargas positivas (resinas de intercambio aniénico). La carga de la
resina interacciona con la carga opuesta del analito, favoreciendo su separacion de
aquellos que no presentan carga o de los que esta sea la misma a la que posee la

resina.

13
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c) Cromatografia de afinidad, en la que se produce la unién reversible entre el analito a
estudio y un ligando especifico fijado en una matriz sélida. Este tipo de cromatografia
resulta ser muy especifica, permitiendo separar y purificar a sustancias de distinta

naturaleza.

d) Cromatografia de adsorcién, en la que la fase sélida estd compuesta por los elementos
adsorbentes alumina o silice, siendo esta ultima la mas utilizada por su idoneidad
gracias a su capacidad de carga y caracteristicas. Al igual que la cromatografia de
reparto, los distintos compuestos se separaran en funcién del grupo funcional que
presenten, interaccionando con la fase estacionaria mediante polaridad. Cabe
destacar que este tipo de cromatografia permite la separacion de isémeros de una

muestra, a diferencia de los anteriormente comentados.

Dentro de la cromatografia de adsorcién, y en funcidon de la polaridad de las fases mavil

y estacionaria, se diferencian:

v' Cromatografia de liquidos de adsorcién en fase normal, en la que la fase estacionaria
es mas polar y la fase movil mas apolar. Esto hace que los analitos mas polares se
retengan con mas fuerza en la columna, teniendo lugar la elucién primeramente de las

sustancias mas apolares?.

v' Cromatografia de liquidos de adsorcion en fase reversa, en la que la fase estacionaria
es mas apolar y la fase mévil mas polar. Se utilizan mezclas acuosas con diferentes
sustancias organicas miscibles en agua. En este caso, va a suceder lo contrario a lo
comentado anteriormente, quedando los analitos mas apolares retenidos mayor
tiempo en la columna. Estos eluiran en presencia de disolventes menos polares, siendo
los mas empleados el metanol, el acetonitrilo, el etanol y el alcohol isopropilico?'.

En cuanto a la fase estacionaria son dos los tipos mas comunes. La mas habitual de
ellas es la formada por grupos no polares enlazados a la silice, siendo los grupos
organicos mas habituales -CHs, -CgH17, y -C1sH37. La cadena mas comun es la de 18
atomos de carbono (n-octadecilo)??, cominmente conocida con Css. El otro tipo de
fase estacionaria empleada en fase reversa se corresponde con sustancias esféricas
compuestas por polimero organico (tipicamente poliestireno y divinilbenceno). Estos
materiales establecen enlaces cruzados entre si, lo que le proporciona rigidez al

material, necesaria para poder soportar deformaciones bajo efectos de presién. Se
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estima que alrededor del 60-70% de los analisis de cromatografia liquida de alta
resolucion (HPLC) que se realizan en general, son realizados por HPLC de fase

reversa?.

A B C D

e
*/"
l’o ° -
. .
Figura 6. Los cuatro tipos basicos de cromatografia liquida. A.- Cromatografia de exclusién por

tamafios, B.-Cromatografia de intercambio idnico, C.- Cromatografia de reparto, y D.-
Cromatografia de adsorcion. Extraido de: Tomas-Menor 2015,

&
<
e

3.5. Cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC)

En un contexto histdrico, el origen de la HPLC se remonta al afio 1954, cuando Giddings
propuso extrapolar y aplicar los mismos factores de la cromatografia de gases a la

cromatografia liquida.

El fundamento de la alta resolucion de este tipo de LC proviene del pequefio tamafio
de las particulas de la fase estacionaria, para lo cual es necesario usar altas presiones. Los
cientificos implicados en el desarrollo de esta técnica ya observaron que, al disminuir el
didmetro de los poros que conformaban la columna, se podria llegar a una mejora en la
eficiencia de la columna. Sin embargo, debido al escaso desarrollo de bombas capaces de

originar un caudal uniforme de la fase mévil, el avance de esta técnica tuvo que esperar.

En las primeras fases del desarrollo, la LC se llevaba a cabo en columnas de vidrio de

didametros que iban desde 1 hasta los 5 cm y de longitudes de 50-500 cm (Tswett llevé a cabo
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sus trabajos con este tipo de columnas). Con el objetivo de asegurar un caudal adecuado, el
tamano de las particulas de la fase solida estacionaria se situaba habitualmente entre los 150-
200 pm. M3s tarde, con la evolucion de la técnica desde sus primeras etapas, se observé que
su eficiencia residia en la capacidad de reducir el tamafio de las particulas que rellenaban a
las columnas. No fue hasta finales de los afios sesenta cuando se empez6 a disponer de la
tecnologia y herramientas necesarias para llegar a conseguir estas mejoras. Fue entonces
cuando se empezaron a producir rellenos de columnas a dimensiones realmente reducidas,
alcanzando tamarios de particula de relleno de entre 3 y 10 um?*. Estos avances, junto con la
mejora significativa de las bombas, fueron las que posibilitaron el gran salto de calidad de la
técnica de HPLC.

Desde su origen, esta técnica no ha dejado de evolucionar, alcanzandose niveles muy
elevados de precision y resolucion. Es una técnica versatil, de alta precision y sensibilidad.
Todo ello, unido a su aplicaciéon en fundamentales procesos de la industria, ha provocado el
creciente interés de muchas areas de la ciencia, haciendo de este método una de las técnicas

analiticas mas utilizadas.

Este trabajo se ha desarrollado mediante cromatografia liquida de alta resolucién
(HPLC, high performance liquid chromatography) en fase reversa. Se empled el equipo que se
muestra en la Figura 7, en la que se pueden distinguir los distintos componentes que lo
integran: disolvente/s para la fase movil, desgasificador, sistema de bombeo, sistema
automatico de inyeccion de muestras (autosampler), columna para cromatografia de liquidos
(usualmente acompafiada de una precolumna), detector, sistema de procesamiento de datos

y recipiente para desechos.
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Figura 7. Esquema basico de los componentes del equipo HPLC utilizado.

En referencia a los detectores de cromatografia de liquidos, las caracteristicas que

debe reunir un detector y que determinan su calidad y éptimo rendimiento son las siguientes?®.

Adecuada sensibilidad (107° a 10® g de soluto/s).

Estabilidad y reproducibilidad.

Respuesta lineal de varios érdenes de magnitud.

Intervalo de temperatura de trabajo (hasta 60-80°C en algunos casos).
Tiempo de respuesta corto independiente del caudal.

Fiabilidad y manejo sencillo.

Respuesta similar para todos los solutos o, selectiva y predecible para uno o varios.

© N o g bk~ wDd =

Que no afecte o destruya a la muestra.

El detector mas empleado, y que es considerado como detector casi universal, es el de
bateria de diodos DAD, (diodo-array detector) (Figura 8). Se basa en la absorcién UV-visible de
los analitos, y permite la obtencion de espectros completos a la vez que registra un amplio
rango de longitudes de onda simultdaneamente. Con este tipo de detector se ha llevado a cabo
la deteccién y cuantificacion de los 24 compuestos alérgenos del presente trabajo. Debido a
la capacidad que ofrecen los sistemas cromatograficos de poder acoplarse a otros detectores

externos, y dada la complejidad que presenta el extracto vegetal de musgo de roble (alérgeno
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restante), se acoplé un espectrometro de masas (Figura 9) para el reconocimiento de sus

compuestos mayoritarios.

Obturador TN

Lente ~

= Lampara
Muestra de

tungsteno

Lampara de
deuterio

Lente
Abertura

Rejilla de
difraccion

DAD

Figura 8. Esquema de los componentes bdsicos que conforman a un detector de bateria de diodos
(DAD) empleado en cromatografia liquida®®.

3.6. Espectrometria de masas (MS)

La espectrometria de masas (MS) es una potente técnica microanalitica capaz de
identificar elementos desconocidos y de cuantificar a los conocidos en una muestra, asi como
de establecer sus estructuras y determinar sus concentraciones. Esta técnica es capaz de
detectar cantidades de compuestos tan bajas como unos 1072 g?’. Ofrece importantes
ventajas respecto a los métodos de espectrometria Opticos atdmicos, entre las que cabe
destacar: limites de deteccidén para gran numero de elementos de hasta tres 6rdenes de
magnitud, inferiores a los métodos dpticos y capacidad para originar espectros sencillos
unicos facilmente interpretables e identificables. Esta ultima consiste en su capacidad para

medir las relaciones isotépicas atémicas.

El espectrometro de masas es el instrumento encargado de separar y detectar a los
distintos iones, que se mueven rdpidamente, y medir su relacién masa/carga (m/z) (Figura
10). Al igual que un espectréometro 6ptico, el espectrometro de masas presenta un detector
que transforma el haz de iones en energia eléctrica con el fin de que pueda ser procesada,
almacenada y mostrada en un ordenador. Las partes que componen a un espectrémetro de

masas son:
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- Sistema de entrada de las muestras
- Fuente de iones
- Analizador

- Sistema detector de iones y registrador

Espectrometro
de masas

Figura 9. HPLC acoplado al espectrémetro de masas utilizado.

El proceso de ionizacién consiste en la ganancia o pérdida de electrones a fin de crear
iones cargados. En el empleo de la MS, las muestras son ionizada a partir del bombardeo de
electrones. Debido a este proceso se puede observar el reparto de distintas moléculas en
funcién de la relacion masa/carga (m/z) que posean. Entre las técnicas cldsicas destaca el
Impacto Electrénico (El), en el que la muestra es bombardeada gracias a la utilizacién de
electrones desde una fuente de ionizacién. Para ello, la muestra ha de ser vaporizada a través
del uso de alto vacio y de una fuente de calor. Con este procedimiento, los elementos de la
muestra van a ir perdiendo ciertos electronesy se van a ir fragmentando. Los iones (moléculas
cargadas), son ahora conducidos gracias a un acelerador que los hace pasar por un tubo curvo
(con un importante campo magnético), hasta el detector de masas. El detector es el elemento

encargado de recoger los impactos de los iones en funcion de sus relaciones m/z?8.

En funcién al modo de introduccion de la muestra en el equipo MS se distinguen a las
técnicas actuales mas frecuentes, las cuales se consideran de ionizacién suave debido a que

no se percibe fraccionamiento de las moléculas:
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lonizaciéon por desorciéon con laser asistida por una matriz (MALDI, matrix-assisted
laser desorption ionization). El empleo de pulso laser de luz provoca la vaporacién de
la muestra.

lonizacion por electrospray (ES|, electrospray ionization). La muestra pasa mediante
una aguja o capilar al que se le induce a un elevado potencial eléctrico, siendo a su

salida dispersada como spray. Es una ionizacion a presion atmosférica.

Atendiendo al tipo de analizadores de masas utilizado, se pueden distinguir:

1.

Analizador magnético. Se emplea un electroiman que induce al haz de iones a realizar
un trayecto circular.

Espectrometro de masas cuadrupolar (no emplea campos magnéticos). Los iones se
mueven en el interior de cuatro barras metdlicas organizadas paralelamente y
conectadas eléctricamente.

Analizador de tiempo de vuelo (TOF, time of flight). Los iones son acelerados a través
de un pulso de potencial eléctrico. Las masas de los iones se calculan con respecto a
la diferencia de tiempo de llegada hasta al detector.

Analizador de trampa de iones (IT, jon trap). Gracias a la combinacién de campos
eléctricos y/o magnéticos se consigue atrapar de manera controlada a los iones. Una
vez atrapados, este equipo permite el aislamiento de uno o varios iones precursores
para su posterior fragmentacion (MS/MS) empleando helio como gas de colisién. Los
distintos fragmentos de un analito (ion precursor) aportaran informacién estructural

del mismo.

Una vez en el detector, los iones originan una corriente eléctrica, que es amplificada y

recogida en el sistema de procesamiento de datos. En pocas palabras, se podria decir que

este procedimiento permite separar y analizar a distintos iones presentes en una muestra, en

funcién de sus distintas relaciones masa/carga (m/z). Todo ello, gracias a los tiempos de

llegada que cada uno presente hasta el detector.

En el desarrollo del presente trabajo se ha empleado un espectrometro de masas con

ionizacion por electrosprayy como analizador una trampa de iones (ESI-IT-MS/MS).
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Entrada de Calor vaporiza
la muestra la muestra

lones acelerados

Fuente de
corriente de electrones

Campo magnético
desvia mas los
iones ligeros

Detector

Figura 10. Esquema del fundamento y componentes del espectrémetro de masas?®.
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4. Objetivos

La industria cosmética ofrece a los usuarios una gran variedad de productos y
alternativas: desde los orientados al cuidado personal e higiene, pasando por perfumes, asi
como productos para la hidratacion cutanea, cremas solares o tintes capilares, entre otros. Se
busca que estos productos no desencadenen reacciones de hipersensibilidad en sus
destinatarios, por lo que deben cumplirse los limites permitidos por la Legislacién de la Unién

Europea para aquellas sustancias declaradas como alérgenos.

El origen de este proyecto surge de la idea de promover un método de cromatografia
liquida con el que se pueda analizar y cuantificar alérgenos de fragancia presentes en la
Legislacién Europea. La cromatografia de gases es la técnica mas empleada para el analisis
de sustancias volatiles, como son las fragancias, pero resulta una metodologia mas compleja
en cuanto a preparacion de la muestra. Ademas, la presencia de sustancias no volatiles en las
muestras a analizar dificultaria el correcto desarrollo del analisis. Por tanto, en este trabajo se
pretende desarrollar un método sencillo para cromatografia liquida, siendo esta mas comun

en los laboratorios que la cromatografia de gases.
A partir de ello, cabe destacar los siguientes objetivos:

1. Desarrollo y optimizacion de un método cromatografico adecuado para la deteccion
de los alérgenos a estudio, mediante el uso de cromatografia liquida de alta resolucién
en fase reversa.

2. Obtencién de rectas de calibrado que permitan la cuantificacion de los alérgenos
seleccionados.

3. Deteccion de los compuestos mayoritarios de uno de los extractos naturales
declarados como alérgenos (extracto de musgo de roble) mediante MS.

4. Validacion del método de cuantificacion desarrollado en términos de linealidad, limites
de deteccion, de cuantificacion y precision.

5. Determinacion de alérgenos en diversos productos cosméticos.
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5. Material y métodos

5.1. Reactivos

Los reactivos que se han utilizado para llevar a cabo la separacién cromatografica
presentaban caracteristicas analiticas y propiedades destinadas al uso en HPLC-MS. Los
disolventes empleados para la fase movil han sido acetonitrilo (ACN) y metanol (MeOH).
Ambos fueron adquiridos de Fisher Chemical® (Loughborough, United Kingdom). El agua

(H20) empleada fue purificada mediante un sistema Mill-Q (Millipore, MA, Estados Unidos).

En cuanto a los patrones empleados todos fueron adquiridos a través de Sigma-
Aldrich®: a-amilcinamaldehido (mezcla de isémeros cis 'y trans, CAS 122-40-7), alcohol a-
amilcinnamilico (CAS 101-85-9), a-hexilcinamaldehido (CAS 101-86-0), B-citronelol (CAS 106-
22-9), acohol de bencilo (CAS 100-51-6), benzoato de bencilo (CAS 120-51-4), cinamato de
bencilo (CAS 103-41-3), salicilato de bencilo (CAS 118-58-1), cinamaldehido (CAS 104-55-2),
alcohol cinamilico (CAS 104-54-1), citral (suma de cisy trans, CAS 5392-40-5), cumarina (CAS
91-64-5), eugenol (CAS 97-53-0), farnesol (suma de isémeros, CAS 4602-84-0), geraniol (CAS
106-24-1), hidroxicitronelal (CAS 107-75-5), isoeugenol (mezcla de isémeros cis ytrans, CAS
97-54-1), D-limoneno (CAS 5989-27-5), linalool (CAS 78-70-6), 2-octinoato de metilo (CAS 111-
12-6), extracto de musgo de roble (CAS 90028-68-5), Lilial® (CAS 80-54-6), a-cetona (CAS 127-
51-5), Liral® (mezcla de isdémeros, CAS 31906-04-4) y alcohol anisilico (CAS 105-13-5).

5.2. Preparacion de las muestras

En primer lugar, fue de gran utilidad basar el trabajo de calculo de los diferentes
parametros de cada una de las sustancias en la realizacién de una tabla Excel. En base a ello,
se recogieron todos los datos referentes a las 25 sustancias a analizar para la preparacioén de
las disoluciones stock. Se tuvo en cuenta la pureza declarada por el fabricante y la densidad
de todos los compuestos sin importar su naturaleza. La mayoria se correspondieron con
naturaleza liquida viscosa, a excepcién de la cumarina, en polvo, y el extracto de musgo, que
se adquirié ya disuelto en etanol a 1 mg/mL (1000 ppm) (Anexo l). La concentracién preparada
de cada compuesto puro en las disoluciones stock fue 5000 ppm en acetonitrilo. Se
incluyeron los porcentajes de pureza, densidades, densidades corregidas, concentraciones de
interés, volumen final a preparar, cantidad en miligramos que se necesitaria de cada una de
ellas, volumen a coger y el volumen de disolvente a afiadir (Anexo | y IlI). Cada compuesto fue
disuelto en la cantidad correspondiente de acetonitrilo en base a sus propiedades, previo

calculo en la tabla. Tras esto, las disoluciones fueron agitadas un minuto en el vortex. En el
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caso de la cumarina, se peso6 en una balanza de precision la menor cantidad posible y se

calcul6 el volumen de acetonitrilo a afiadir para obtener una concentracion de 5000 ppm.

Todas las disoluciones fueron centrifugadas durante 5 minutos a 13000 rpm, para
comprobar la correcta disolucién de los compuestos y evitar la introduccién de particulas sin
disolver en el equipo de HPLC, lo que podria obstruir el sistema. Se mantuvieron a -80°C y se
comprobd la estabilidad de los compuestos, comparando los cromatogramas obtenidos en
los sucesivos analisis.

Para la optimizacién del método cromatografico se realizé una mezcla con los 24
compuestos puros, a partir de sus correspondientes disoluciones stock, a una concentracion
final de 50 ppm para cada uno de ellos. Del alérgeno restante, el extracto de musgo, se preparé
una dilucion 1:2 en acetonitrilo para su analisis mediante HPLC-ESI-IT-MS/MS; teniendo en
cuenta la concentracién a la que se encontraba disuelto el extracto tras su recepcion, la
concentracion resultante fue 500 ppm. Tras la optimizacién del método con los compuestos
puros, se preparé una segunda mezcla que también contenia el extracto de musgo a una

concentracion final de 50 ppm.

5.3. Instrumentacion

Para la separacion de los compuestos y obtencién de los cromatogramas se utilizo la
técnica de cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC). Se empleé un cromatégrafo LC
Agilent 71700 series (Agilent Techologies®, Palo Alto, CA, Estados Unidos) controlado mediante
el software ChemStation®. Ademads, integraban al equipo una bomba binaria, un
compartimento termostatizado de columna, un inyector automético y un detector DAD (UV-
Visible).

Respecto al espectrémetro de masas utilizado, se corresponde con el modelo Bruker
Esquire 3000 plus (Bruker Daltonics GmbsH, Bremen, Alemania), de tipo trampa de iones (IT)

y con ionizacién por electrospray (ESI).

5.4. Condiciones cromatograficas en la RP-HPLC

La separacion de los compuestos fue llevada a cabo con una columna de silice con
colas hidrocarbonadas de 18 atomos de carbono y un tamafio de particula de 2,7 pm
(Poroshell 120 SB-C18, 4,6 x 150 mm). Como fase mévil se emplearon varias combinaciones
de agua, acetonitrilo y metanol durante la optimizacion del método cromatografico,

estableciendo como fase mdévil final las siguientes mezclas: H,0:ACN (90:10) como eluyente
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Ay ACN:MeOH (60:40) como eluyente B. En cuanto a las condiciones cromatogréficas
iniciales, se partié con 100% del eluyente A. El flujo establecido fue de 0,5 mL/min y el
gradiente multipasos final obtenido con la optimizacién del método consto6 de las siguiente
etapas: 0 min, 0% B; 5 min, 0% B; 7 min, 20% B; 15 min, 35% B; 20 min, 50% B; 25 min, 55% B;
28 min, 60% B; 45 min, 100% B; 48 min, 100% B; 55 min, 0% B; 60 min, 0% B. Cabe sefialar que,
con el fin de acondicionar la columna y estabilizar la presién en el sistema, se mantuvieron las
condiciones iniciales durante 5 minutos al inicio y final de cada analisis. El volumen inyectado
por muestra fue de 10 pL, con un monitoreo de estas por parte del detector DAD a 210, 254,
280,310y 370 nm de longitud de onda. La temperatura del compartimento termostatizado de

la columna se establecié en 25°C.

5.5. Detecciodn del extracto de musgo de roble mediante RP-HPLC-ESI-IT-
MS/MS

El equipo de HPLC utilizado fue incorporado y acoplado a un espectrémetro de masas
IT, con el fin de identificar a los compuestos separados cromatograficamente mediante la

cuantificacién precisa de sus masas.

El flujo empleado en la cromatografia fue 0,5 mL/min. Flujos mayores a 0,3 mL/min
condicionan la fiabilidad de los resultados y no aseguran el correcto funcionamiento del
electrospray de la interfase ESI. Por tanto, se preciso la utilizacién de un divisor de flujo 1:2 en
el extremo distal a la salida del detector DAD. Por consiguiente, se obtuvo un flujo de entrada

al espectrometro de 0,25 mL/min, adecuado para el analisis de la muestra.

Se procedi6 a trabajar en modo de ionizacion positiva a lo largo del analisis muestral,
considerando un rango m/z de 50-1400. Asimismo, el voltaje que se utilizé del capilar fue de
2340 V. En cuanto a otros parametros del equipo, se establecieron en los siguientes valores:
temperatura de secado, 360°C; flujo de gas de secado, 9 ml/min; amplitud de la

fragmentacion, 1 V; y presion del gas nebulizador, 45 psi.

La obtencion y procesado de datos de las masas de los iones parentales y sus
correspondientes fragmentos fue llevado a cabo mediante el uso del software Data Analysis

4.0 (Bruker Daltonics, Alemania).
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5.6. Rectas de calibrado de los compuestos patron

Para la cuantificacion de los alérgenos presentes en una muestra desconocida, es
necesario disponer de rectas de calibrado en las que extrapolar el area del pico que se obtenga
para un determinado compuesto, obteniendo su concentracion. Por tanto, se prepararon
distintas disoluciones de los compuestos en acetonitrilo para determinar el area del pico que
correspondia a cada concentracion conocida y asi realizar la regresién lineal con la que

obtener la ecuacién de la recta de calibrado.

Para reducir el numero de analisis se agruparon los compuestos en distintas mezclas,
de tal forma que dos analitos que eluyeran muy préoximos en el cromatograma, no coincidieran
en la misma mezcla para evitar posibles dificultades durante la cuantificacion si se daba algun
error durante la cromatografia. A cada uno de estos grupos se les denominé “mix”. En el mix
1 se agruparon los compuestos: alcohol de bencilo, alcohol cinamilico, isoeugenol, geraniol,
2-octinoato de metilo, a-amilcinamaldehido, D-limoneno. En el mix 2 se incluyeron: alcohol
anisico, cinamaldehido, linalool, B-citronelol, benzoato de bencilo, salicilato de bencilo y
farnesol. En cuanto al mix 3, los compuestos que se incluyeron fueron: cumarina, eugenol,

citral, alcohol a-amilcinamilico, cinamato de bencilo, a-cetona, a-hexilcinamaldehido.

En un primer momento, con los resultados obtenidos se observaron posibles
evidencias de degradacion de los compuestos hidroxicitronelal, Lilial® y Liral®. Los
compuestos se enviaron sin seguir el protocolo de refrigeracién establecido y adecuado para
este caso. Debido a sus propiedades y a la alta sensibilidad que presentan a los cambios de
temperatura, se sugiere que esto podria haber afectado a la naturaleza de los compuestos.
Tras realizar las correspondientes reclamaciones al fabricante en hasta tres ocasiones,

quedaron descartados del estudio.

Tras analizar los tres mixes que incluian a todos los compuestos puros, se constituyo
un nuevo mix, denominado mix 4, que agrupaba a ciertos compuestos que mostraron
variaciones al eluir en cuanto a la intensidad de los picos. Conformaron a este grupo las
sustancias: benzoato de bencilo, salicilato de bencilo, cinamato de bencilo, a-amilcinaldehido,
a-cetona, farnesol y D-limoneno. Tras numerosas pruebas (variaciéon de la temperatura,
preparacion de nuevas disoluciones stock, aplicacion de gas inerte a los viales, repetitividad
en los andlisis) se acabaron descartando, por motivos de degradacién, a los compuestos a-
hexilcinamaldehido y D-limoneno, por lo que se realizaron rectas de calibrado para un total de

19 compuestos puros.
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Se analizaron diluciones de cada mix entre 0,5-150 ppm en H;0:ACN (90:10),
coincidiendo con la fase movil de la cromatografia al comienzo del analisis, por duplicado.
Para detectar y solventar problemas derivados de variaciones en el equipo, la cuantificacién
se realiz6 mediante el método estandar interno. Como patrén interno se empledé p-
anisaldehido a una concentracion final de 10 ppm. Para ello, se prepararon las diluciones de
cada mixal doble de concentracién (1-300 ppm) y se mezcld 100 L de cada una de estas con
100 pL de disolucion de patrén interno a 20 ppm en los viales de HPLC, resultando en las
concentraciones finales indicadas. Merece la pena resaltar el importante papel que ha jugado
la implantacion del p-anisaldehido. Su aplicacion ha permitido estimar con mayor exactitud a
los alérgenos presentes en las muestras, pudiendo corregir pequefias variaciones entre los tr

de estas y de los compuestos patron utilizados.

Se llevo a cabo la integracién de los picos obtenidos en cada analisis mediante el
software del equipo. Las distintas dreas obtenidas fueron divididas entre la sefial mostrada
por el estandar interno. Se obtuvo la ecuacién de la recta de calibrado para cada compuesto
mediante regresion lineal de las concentraciones preparadas y el ratio “drea de
compuesto/darea de estandar interno” obtenido para cada una de ellas empleando Microsoft
Office Excel.

5.7. Validacién del método de cuantificacion

Los pardmetros que se analizaron para la validacion del método cromatografico
desarrollado con el fin de cuantificar los alérgenos fueron: linealidad, limites de deteccion

(LOD, /imit of detection) y de cuantificacion (LOQ, /imit of quantification), y precision.

La linealidad de cada recta de calibrado se determiné matematicamente a partir de los
resultados obtenidos a diferentes concentraciones de analitos. Se incluyé también al
coeficiente de determinacion (R?), obteniendo con este procedimiento las regresiones lineales

de los compuestos.

Tradicionalmente, se ha considerado como LOD aquella concentracién a la que no se
observa el analito en cuestion en los analisis y LOQ a la minima concentracién que se ha
podido cuantificar, a partir de la preparacion de distintas diluciones. No obstante, existe un
método matematico por el cual estimar ambos limites con confianza estadistica. Por tanto,
los limites se determinaron de ambas formas para su comparacion. El célculo del LOD y LOQ
para cada compuesto se realizé a partir de la desviacién estandar de la ordenada de cada

recta de regresion obtenida (s,), también dada por Microsoft Office Excel, y su pendiente (b),
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como se muestra en las ecuaciones 1y 2. En cuanto a las diluciones empleadas para estos
dos parametros, se realizaron pruebas con la siguiente secuencia de concentraciones, todas
ellas en ppm: 10; 5; 2,5; 1; 0,5; 0,1; 0,05; 0,025; 0,01; 0,005.

Lop =% (1)
b
LOQ === (2)

Seguidamente, se evalud la precision del método. Esta se determiné mediante la
realizacion de 3 andlisis cromatograficos por compuesto, realizandose el mismo dia
(repetitividad) y en dias diferentes (reproducibilidad). Referente a las concentraciones

analizadas para evaluar la precision del método, se prepararon diluciones a 10y 100 ppm.

5.8. Cuantificacion de alérgenos en distintas muestras

Se aplicé el método analitico desarrollado para la cuantificacion de los posibles

alérgenos presentes en distintos productos comerciales. Estos productos fueron:

v" Muestra A: mascarilla capilar.

v" Muestra B: preparador capilar con aceite de arbol de té (champu sin alérgenos segun
su etiquetado).

v" Muestra C: sérum facial.

v" Muestra D: desmagquillante.

Para su analisis, cada muestra de producto fue pesada y diluida a una concentracion
final de 50 mg/ml en acetonitrilo. Con el fin de favorecer el proceso de extraccion de los
distintos componentes, las muestras fueron sonicadas durante un periodo de 15 minutos. A
continuacion, se filtraron con filtros de 0,45 um de tamafio de poro y se procedié a su analisis

mediante HPLC. Cada una de las muestras fue duplicada.
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6. Resultados

6.1. Optimizacion del método cromatografico

En primer lugar, se llevé a cabo una busqueda bibliografica con el fin de ver si se habia
publicado algun método de cromatografia liquida para la deteccion de los alérgenos a estudio.
Se encontro el trabajo publicado por Villa et al., en el que empleaban agua como eluyente Ay
acetonitrilo como eluyente B'3. Se procedio al anélisis de la mezcla de los 24 compuestos con
la fase movil y el gradiente multipasos descrito en la Tabla 3, denominado método de partida,
y se obtuvo el cromatograma que se muestra en la Figura 11.

Tabla 3. Condiciones del gradiente multipasos 1 correspondiente al método de partida, basado en el
estudio publicado por Villa et al.

Gradiente 1
Tiempo | % B
0 50

5 50

15 60
24 60
40 90
45 50
50 50

DAD1 A, Sig=210,4 Ref=360,100 (JLUIS\ALG00001.D)

300 é
250 é
200 é
150 é

| l

50

T T T T T T T
5 10 15 20 25 30 35 mi

Figura 11. Cromatograma obtenido a 210 nm empleando el gradiente 1, basado en el estudio publicado
por Villa et al., a partir de la mezcla de compuestos puros (50 ppm) analizada mediante RP-HPLC. Las
flechas rojas indican picos fruto de la coelucién de varios compuestos.

Tomando como referencia las condiciones del articulo mencionado, se puede observar
en el cromatograma como habia compuestos que se encontraban coeluyendo a los minutos
14y 31 aproximadamente (flechas rojas Figura 11). Esto se debe, principalmente, a que no se

ha empleado la misma columna que en el estudio publicado, donde el tamafio de las particulas
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es mayor, lo que permite trabajar a flujos diferentes. Es por ello por lo que se tuvo que

optimizar el método a diferentes condiciones de trabajo.

6.1.1. Cambios en el gradiente multipasos

Se realizaron una serie de cambios en el gradiente multipasos utilizando la misma fase
movil que en el método de partida. En la Tabla 4, se detallan los cambios realizados en el

gradiente que se realizaron para los métodos 2, 3 y 4.

Tabla 4. Gradientes multipasos de los métodos 2, 3y 4.

Gradiente 2 | Gradiente 3 | Gradiente 4
) Porcentaje de ) Porcentaje de . Porcentaje de
Tiempo eluyente B Tiempo eluyente B Tiempo eluyente B

0 50 | o 5 | o 50

5 50 | s 50 | s 50

8 55 |15 50 | 15 55
15 60 | 25 55 | 16 60
24 60 | 26 58 =, 60
37 80 | 30 60 | 34 90
39 100 | 39 60 | 35 100
43 50 | 70 | 40 50
45 50 | 44 75 | a5 50

- - | a8 75 | - .

- ; | 55 100 | - .

- - | 60 5 | - ;

- - |65 5 | - .

En cuanto a las diferencias con respecto al gradiente 1, en el gradiente 2 se procedié
aampliar el tiempo a los porcentajes de B en las franjas temporales cercanas que presentaban
coelucion de compuestos. En la Figura 12A se puede apreciar que pese a aplicar estos

cambios, seguia existiendo esa coelucion inicial de ciertos compuestos (flechas rojas).

Con las condiciones establecidas en el gradiente 3 de la Tabla 4, se traté de registrar
mejoras en la separacion con un gradiente temporalmente mas extenso llevando el analisis
hasta los 65 minutos. Con ello, se esperd poder obtener alguna pista que llevase a la mejora
de la separacion de los compuestos. En la Figura 12B se observa (flechas rojas) la coelucién

por pares de los primeros cuatro picos cromatograficos de la Figura 12A. No obstante, se
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consiguio que los compuestos que coeluian en torno a los 14 minutos se presentaran como
picos separados en torno a los 21 minutos con este gradiente (flecha verde). Sin embargo, los

compuestos del final del cromatograma de naturaleza mas apolar, seguian coeluyendo.
El gradiente 4 result6é ser una combinacion de los gradientes 2y 3:

- En el gradiente 3 se juntaron los compuestos del principio y se mantuvieron las

condiciones iniciales del gradiente 2.

- En el gradiente 2 se da cierta separacién de los compuestos que coeluyen al final
del cromatograma (montafia mas ancha). En ese gradiente, la fase mévil pasé de
60% de B a 90% de B gradualmente a lo largo de 16 minutos (desde el minuto 24
hasta el minuto 40). En el gradiente 3, ddndole mas tiempo empeord la separacion,
por lo que en este caso se probd un gradiente mas acusado, con 12 minutos

(desde el minuto 22 al minuto 34).

DAD1 A, Sig=210,4 Ref=360,100 (JLUIS\ALG00002.D)
mAU

300+
250
200+
150+

100 i i

50

DAD1 A, Sig=210,4 Ref=360,100 (JLUIS\ALG00003.D)
mAU
600 —

500 —
400 —

300 — i

200 — /

100 — u i
L

T T T T T T T T T
10 15 20 25 30 35 45 50 mi

Figura 12. Cromatogramas obtenidos a 210 nm empleando los métodos 2 (A), 3 (B) y 4 (C). Cada imagen
se corresponde a la mezcla de los compuestos puros (50 ppm) analizada mediante RP-HPLC. Las
flechas rojas indican picos fruto de la coelucién de varios compuestos. La flecha verde muestra la
mejora mencionada en el texto.

31



IDIBE

Resultados UNIVERSITAS

Miguel Herndndez

DADI A, Sig=210,4 Ref=360,100 (JLUIS\ALG00006.D)
350
300 —
250 —
200 —
150 —

i /

50

0

Figura 12 (continuacién). Cromatogramas obtenidos a 210 nm empleando los métodos 2 (A), 3 (B) y 4
(C). Cada imagen se corresponde a la mezcla de los compuestos puros (50 ppm) analizada mediante
RP-HPLC. La flecha roja indica el pico fruto de la coelucién de varios compuestos. La flecha verde
muestra la mejora mencionada en el texto.

Observando la imagen del cromatograma superior (Figura 12C), se distingue cémo se
han juntado los picos alrededor del minuto 14 (flecha roja), pero se ha logrado cierta

separacion y mejora en torno al minuto 31 (flecha verde).

6.1.2. Cambios en el flujo y en la temperatura

Ante las dificultades para conseguir la completa separacion de todos los compuestos
mediante cambios en el gradiente multipasos, se desarrollaron los métodos 5y 6 modificando
otros parametros. En ambos casos se empled el gradiente 4 como condicién de partida, pero
en el método 5 se modifico el flujo de 0,5 mL/min a 0,6 mL/min en el intervalo entre los 23 y
los 34 minutos de analisis. Cabe mencionar la importancia vinculada a un aumento del flujo
de la fase movil, el cual puede producir el estrechamiento de los picos cromatograficos. La
temperatura a la que se encuentre la columna a la hora de realizar el andlisis también juega
un papel importante en la distribucién y separacién de los compuestos. Normalmente, su

aumento se asocia a una mejor resolucién en la separacion de los picos adyacentes.

DAD1 A, Sig=210,4 Ref=360,100 (JLUIS\ALG00007.D)
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Figura 13. Cromatogramas obtenidos a 210 nm empleando los métodos 5 (A) y 6 (B) correspondientes
a la mezcla de los compuestos puros (50 ppm) analizada mediante RP-HPLC. La flecha roja indica el
pico fruto de la coelucion de varios compuestos.
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DADI A, Sig=210,4 Ref=360,100 (JLUIS\ALG00008.D)
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Figura 13 (continuacién). Cromatogramas obtenidos a 210 nm empleando los métodos 5 (A) y 6 (B)
correspondientes a la mezcla de los compuestos puros (50 ppm) analizada mediante RP-HPLC. La
flecha naranja indica el pico de mejora, pero no separacién de compuestos. La flecha verde muestra la

mejora mencionada en el texto.

T
min

En la Figura 13A, se aprecia como el aumento del flujo ha empeorado la separacion de
los compuestos en una de las zonas de coelucién (flecha roja), en torno a los 30 minutos. Sin
embargo, en la Figura 13B, se puede distinguir como la influencia de la temperatura hasta los
35°C ha favorecido la separacién de los picos en esta otra zona de coelucion, a los 14 minutos
(flecha verde). En la zona de los 30 minutos se aprecia cambio, pero ain no se consiguié su

separacion (flecha naranja).

6.1.3. Cambios en la fase mouvil

Como no se consiguio la completa separacion de todos los compuestos, se probaron
otras combinaciones de eluyentes en la fase movil manteniendo al gradiente 4 como referente
para el desarrollo de las siguientes pruebas. En este apartado se incluyen a los métodos 7, 8,

9y 10 detallados a continuacion.

Se procedio al cambio del eluyente B, acetonitrilo, a metanol en el método 7. Como se
puede observar en su correspondiente cromatograma, Figura 14A, al realizar la elucién con un
disolvente polar prético (capaz de formar enlaces de hidrégeno al poseer grupos -OH o -NH)
como es el caso del metanol, se produjo la coelucion de gran parte de los compuestos. El
cambio de un eluyente polar aprético (acetonitrilo, CHsCN) a otro polar prético (metanol,
CHs30H) podria haber influido en la interaccién de cada uno de los compuestos en la fase
movil. Por lo tanto, la inclusidon de este disolvente habria modificado las velocidades relativas
de los analitos, interaccionando en mayor medida con los compuestos mas polares, lo que

hizo que empeorara la separacion al inicio del cromatograma. A diferencia de esto, se puede
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distinguir como en la parte final del cromatograma de la Figura 14A las sustancias mas

apolares que coeluian, si pudieron ser separadas (flecha verde).

En referencia a lo comentado, al desarrollar el siguiente procedimiento (método 8) se
opté por afadir metanol en los dos eluyentes y volver a emplear acetonitrilo, en vez de sustituir
todo el eluyente B con metanol. Se empled la mezcla H,0:MeOH (90:10) como eluyente A'y
otra mezcla ACN:MeOH (70:30) como eluyente B. Como diferencia significativa se observé
que en el tramo final del cromatograma de la Figura 14B, entre los minutos 33-35, se aprecia
mejoria en la separacion con respecto a cromatogramas anteriores (flechas verdes). Tras los
resultados obtenidos en las pruebas anteriores, se pensé que la presencia de acetonitrilo
favorecia la separacion cromatografica de los picos mas polares, mientras que el metanol
mejoraria la de los mds apolares. Por tanto, se desarroll6 el método 9 (Figura 14C) afadiendo
acetonitrilo al eluyente acuoso (eluyente A) para aumentar su presencia en las primeras

etapas del gradiente multipasos, y mayor cantidad de metanol en el eluyente B.

DAD1 A, Sig=210,4 Ref=360,100 (JLUIS\ALG00011.D)
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DADI A, Sig=210,4 Ref=360,100 (JLUIS\ALGO0012.D)
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Figura 14. Cromatogramas obtenidos a 210 nm empleando los métodos 7 (A), 8 (B), 9 (C) y 10 (D)
correspondiente a la mezcla de los compuestos puros (50 ppm) analizada mediante RP-HPLC. Las
flechas verdes muestran las mejoras mencionadas en el texto.
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DAD1 A, Sig=210,4 Ref=360,100 (JLUIS\ALG00013.D)
mAU

3504

o )
oy LW

T
5 10 15 20 25 30 35 min|

DAD1 A, Sig=210,4 Ref=360,100 (JLUIS\ALG00016.D)

350
3004
250

2004 i

150

1004
50

04

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
15 20 25 30 35

5 10
Figura 14 (continuacién). Cromatogramas obtenidos a 210 nm empleando los métodos 7 (A), 8 (B), 9
(C) y 10 (D) correspondiente a la mezcla de los compuestos puros (50 ppm) analizada mediante RP-
HPLC. La flecha roja indica el pico fruto de la coelucién de varios compuestos. La flecha verde muestra
la mejora mencionada en el texto.

T T T T T T T
min

Se emplearon las siguientes mezclas: eluyente A, H,O:ACN (80:20); y eluyente B,
ACN:MeOH (60:40). Al comienzo del minuto 10 de la Figura 14C (flecha verde), se observa
cémo se ha conseguido obtener la separacién de varios compuestos. De la misma forma, en
su tramo final entre los minutos 30-35 se observan los mismos picos encontrados en esta
misma region que en el gradiente 4, pero con una notable mejoria. Si se observa el rango
temporal citado (30-35 minutos) se pueden reconocer nuevos picos (flechas verdes),
mejorando su distribucion y separacién en las zonas donde anteriormente no se separaban
del todo bien. Se contempla de este modo, una mejora significativa con respecto a la
separacion de los compuestos en los cromatogramas obtenidos en los apartados anteriores
(4.1.1y4.1.2).

Los resultados de las condiciones del método 10 (Figura 14D) son similares a los
obtenidos con el método 9 (Figura 14C). En este caso, se le afiadi® menor cantidad de
acetonitrilo al agua (H20:ACN, 90:10), y B permanecié del mismo modo (ACN:MeOH, 60:40).
Sin embargo, se puede apreciar como todos los picos eluyen mucho mas tarde. También se

descubre otro pico que estaba enmascarado (flecha verde, minuto 20-21). Como se ha
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conseguido mejor separacion de los primeros, finalmente se optd por estos solventes en las

proporciones mencionadas.

6.1.4. Obtencion del método cromatografico final

Hasta el momento, en los cromatogramas mostrados se habian incluido todas las
sustancias puras a estudio, a excepcion del extracto de musgo de roble. Se vio conveniente
separar e ir analizando, en primer lugar, a las sustancias puras que resultaban ser mas
simples, hasta el extracto, de mayor complejidad. De haberse incluido el extracto con el resto
de las sustancias, los numerosos compuestos que forman parte de él hubieran entorpecido la
correcta identificacion de los otros picos de los compuestos puros en la optimizacién del
método cromatografico. Por lo tanto, una vez obtenidos los tiempos de retencion de las
sustancias puras, se paso a incluir al extracto de musgo de roble con el resto de las sustancias

del anélisis.

En el método 11 se optimizé el gradiente multipasos empleando la fase movil
seleccionada (Tabla 5) y se obtuvo el cromatograma que se muestra en la Figura 15. Fue con
estas condiciones con las que se llegdé a obtener una separacion 6ptima de los compuestos
del inicio y de muchos otros que se encontraban coeluyendo. Por tanto, se seleccionaron a las
mezclas H20:ACN (90:10) y ACN:MeOH (60:40) como eluyentes A y B definitivos,

respectivamente.

Tabla 5. Gradiente multipasos correspondiente a los métodos 11,12y 13.

Gradiente 11

Tiempo % B
0 0
5 0
7 20

15 35
20 50
25 55
28 60
45 100
48 100
55 0
60 0
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DAD1 A, Sig=210,4 Ref=360,100 (JLUISJ\ALG15005.D)
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Figura 15. Cromatograma obtenido a 210 nm empleando el método 11 correspondiente a la mezcla de
los compuestos puros (50 ppm) analizada mediante RP-HPLC.

Partiendo del mismo gradiente que el caso anterior, se prob6 a aumentar la
temperatura hasta los 40°C para comprobar si existian diferencias (método 12). Del mismo
modo, aprovechando la tolerancia que presentaban las columnas empleadas hasta los 80-
90°C, se decidi6 realizar otro andlisis llevandolo hasta los 75°C (método 13). Se pueden
percibir diferencias poco significativas si se compara al cromatograma de la Figura 17A a
40°C, con respecto al cromatograma de la Figura 17B a 75°C. Como se ha referido en el primer
parrafo del punto 4.1.2, el aumento de la temperatura de la columna permite modular la
retencion del analito y por ende la separacién de los compuestos. Se pensé que un aumento
de la temperatura favoreceria el nimero de transiciones entre las fases, dandose una mejor
separacion. Pese a esto, tras la realizacién de todas las pruebas realizadas y ante la similitud
de ambos cromatogramas a estas dos temperaturas, se seleccion6 el método 11 como

método definitivo.

Finalmente, se analizé el extracto de musgo con el método definitivo para determinar
su validez o necesidad de modificacion. Como se muestra en la Figura 16B, el pico mayoritario
del extracto, que se emplearia para cuantificar, no coeluia con otros picos propios del mismo
(flecha verde). Ademas, este pico tampoco coeluia con ninguna de las 19 sustancias puras
que finalmente se emplearon en el presente trabajo (Figura 16A), por lo que no se precisé la
modificaciéon del método cromatografico. Siguiendo el orden de elucién de los picos y su
correspondiente numeracion en la Figura 16A, se recoge en la Tabla 6 la identificacion de cada

uno de ellos y su tiempo de retencion.
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Tabla 6. Orden de elucién de los 20 alérgenos a estudio. Se indica el tiempo de retencion (tr) como la

media aritmética y desviacién estandar (SD).

Pko| Compuesto | tr £ SD

1 | Alcohol de bencilo | 15,329 +0,070

2 | Alcohol anisico | 15,963 + 0,033

3 | Cumarina | 20,600 + 0,081

4 | Alcohol cinamilico | 22,142 +0,078

5 | Cinamaldehido | 24,685+ 0,095

6 | Eugenol | 27,198 +0,102

7 | Isoeugenol | 27,993 +0,047

8 | Extracto de musgo de roble | 28,56 5+ 0,139

9 | Geraniol | 32,901+0,031

10 | Linalool | 32,924+0,333

11 | Citral | 33,446 0,147

12 | B-Citronelol | 35,799 +0,450

13 | 2-Octinoato de metilo | 36,185+ 0,050

14 | Benzoato de bencilo | 38,702 £ 0,179

15 | Alcohol a-amilcinamilico | 39,298 +0,151

16 | Salicilato de bencilo | 40,449 +0,100

17 | Cinamato de bencilo | 40,895 +0,111

18 | a-Amilcinamaldehido | 43,059 0,031

19 | a-Cetona | 43,709 +0,057

20 | Farnesol | 44,753 +0,080
N DAD1 A, Sig=210,4 Ref=360,100 (JLUISJ\ALG15002.D) 16

4
6
3 15|17
1
> 0 14 20
2 7 13 187

2007 10 19
g 1112

DAD1 A, Sig=210,4 Ref=360,100 (JLUISJ\ALG50027.D)
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Figura 16. Cromatogramas obtenidos a 210 nm correspondientes al extracto de musgo a 500 ppm en
solitario (A) y tras su incorporacién a 50 ppm en la mezcla de compuestos puros (B) empleando el
gradiente 11 para su analisis mediante RP-HPLC. Se numeran los picos por orden de elucién. La flecha

verde muestra la mejora mencionada en el texto.
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DADL A, Sig=210,4 Ref=360,100 (JLUISJ\ALG15006.D)
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DAD1 A, Sig=210,4 Ref=360,100 (JLUISI\ALG15007.D)
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Figura 17. Cromatogramas obtenidos a 210 nm empleando los métodos 12 (A) y 13 (B)
correspondientes a la mezcla de los compuestos puros (50 ppm) analizada mediante RP-HPLC.

6.2. Deteccion de los compuestos mayoritarios del extracto de musgo

Mediante el uso del MS, se traté de buscar a las sustancias predominantes en el
extracto de musgo de roble. Al ser un extracto y estar formado por varios compuestos, se vio
conveniente su analisis por este método. Junto a la electropulverizacion en modo positivo y
con la ayuda de los espectros MS-MS se pudo establecer la relacién estructural de los
compuestos mayoritarios del extracto. A partir del método definitivo desarrollado, se procedié
a su andlisis. En la Tabla 7 se identifican los compuestos detectados, encontrandose los

acidos lecandrico, thamnolico y evérnico®.
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Tabla 7. Analisis del extracto de musgo de roble con los compuestos identificados mediante
RP-HPLC-ESI-IT-MS/MS.

Pico | tr (min) | [M+H]* | Fragmentos | Compuesto propuesto
1 | 296 | 314 | 2952;196,9;1649 | Acido Lecanérico
2 | 374 | 4152 | 416,1;397,1;303,1;119,1 |  Acido Thamndlico
3 | 423 | 3326 | 3323;304,3;240,2;2121 |  Acido Evémico
4 | 461 | 3043 | 304,3; 212,1; 129 | Desconocido

Pese a la gran variedad de compuestos que forman parte del extracto de musgo de
roble, tal y como se ha podido observar en la Tabla 7, se han detectado 4 picos coincidentes
en los espectros MS-MS Para el proceso de identificacidn, se ha tenido en cuenta las masas

de los compuestos recogidas en la bibliografia®.

6.3. Obtencion de las rectas de calibrado

Para obtener las concentraciones de cada analito de interés, se empled el
procedimiento de calibracion analitica. Las curvas de calibrado de cada compuesto se
obtuvieron a partir de inyecciones duplicadas, preparando un minimo de cinco disoluciones

de cada analito a distintas concentraciones.

Tras la obtencion de las rectas se debe comprobar que se ajusta adecuadamente a los
distintos puntos experimentales. Todo ello, con el fin de garantizar un buen ajuste®'. El empleo
de rectas de calibrado en el método analitico (Figura 18), junto con la obtencion de los valores
de la ordenada en el origen, la pendiente y el coeficiente de determinacion (R?), permitieron
comprobar si los puntos del analito en cuestion se ajustan al modelo matematico de la
ecuacion®? y si existia linealidad. La linealidad es una caracteristica fundamental en el
desarrollo de cualquier método analitico y hace referencia a la capacidad para adquirir

resultados proporcionales a la concentracion del analito en un rango definido®:.

La cuantificacion se llevd a cabo a través del método de patrén interno con p-
anisaldehido como patrén. Esto se hizo con el fin de compensar las pequefias variaciones
referentes al volumen inyectado que el equipo pueda hacer entre una inyeccion y otra. Con
ello, se corrigieron posibles errores tanto sistematicos como debidos al azar®4. Con el empleo
del patrén interno en cantidad conocida, se pretendié mantener en todo momento la relacién
existente entre los analitos y éste. Entre las caracteristicas de la sustancia utilizada como

patron interno, cabe destacar su comportamiento, que debe ser muy similar a los analitos
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problema con el fin de que sufra las mismas variaciones (sefial analitica similar pero

distinguible del resto de analitos de interés)’s.

Cabe mencionar que la recta de calibrado para el extracto de musgo (nimero 8) se

llevé a cabo considerando el area de su compuesto mayoritario.

En referencia al estudio de la bondad del ajuste, atendiendo el parametro R? se observa
que los 20 compuestos analizados presentan valores muy proximos a 1, por lo que se puede

concluir que el modelo de regresion es preciso en su prediccidn, con un buen ajuste lineal.

Como se ha visto, cada compuesto ha estado representado por su correspondiente
recta de calibrado. Asimismo, en la Tabla 8 se incluyen dos nuevos parametros: la longitud de
onda de cada compuesto y el rango lineal de los mismos. Primeramente, la longitud de onda
hace referencia a aquella longitud donde se observé el maximo de absorcién de cada
sustancia (mayor area del pico) y que, por tanto, se empleé para su cuantificacién. Por otro
lado, el rango lineal de un detector cromatografico se corresponde al intervalo de
concentraciones donde existe y se aprecia correlacion lineal entre dichas concentraciones y
las sefiales analiticas. Los valores comprendidos en este rango lineal han de ser precisos, por
lo que no pueden estar por debajo del limite de cuantificacion (LOQ)*. En el siguiente apartado
se hablard con mas detalle y se profundizara en los LOQ obtenidos en cada uno de los

compuestos, junto a sus limites de deteccion (LOD).

En cuanto a la preparacion de las disoluciones a distintas concentraciones para la
obtencidn de las areas, se siguidé en todo momento lo establecido en las fichas de datos de
seguridad de cada compuesto. La preparacion de las disoluciones se llevé a cabo en frio con
objeto de evitar posibles degradaciones a los cambios de temperatura. Pese a ello, tal como
se ha comentado en el correspondiente apartado de material y métodos, se observo la
degradacion de 5 de los compuestos inicialmente introducidos en el estudio. Como
requerimiento especifico previo a la preparacion de algunas de ellas, estas fueron tratadas
con gas inerte (nitrégeno) para evitar reacciones quimicas no deseadas con el aire que

pudieran degradar su composicion.
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Figura 18. Rectas de calibrado, ecuaciones de la recta y coeficientes de determinacién de los 20

alérgenos a estudio.
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Figura 18 (continuacion). Rectas de calibrado, ecuaciones de la recta y coeficientes de determinacion
de los 20 alérgenos a estudio.
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Tabla 8. Parametros analiticos para la cuantificacion de los 20 alérgenos a estudio.

Pico

O N UL W N R

N R PR RIRRPL PR RIRP PR
O L wINOoOO Ll b WIN L O

Compuesto

| Alcohol de bencilo
| Alcohol anisico

| Cumarina

| Alcohol cinamilico
| Cinamaldehido

| Eugenol
|Isoeugeno|

| Extracto de musgo de roble

| Geraniol

| Linalool

| Citral

| B-Citronelol

| 2-Octinoato de metilo
| Benzoato de bencilo

| Alcohol a-amilcinamilico

| Salicilato de bencilo

| Cinamato de bencilo
| a-Amilcinamaldehido
| a-Cetona

| Farnesol

Longitud
de onda
(nm)
210
210
210
210
280
210
210
210
210
210
254
210
210
210
210
210
280
280
254
210

Ecuacion de la
recta

| y=0,4750x +0,5792 |
| y =0,2875x +0,0396 |
| y=0,7073x +1,1306 |
| y=0,8641x +1,8222 |
| y=1,0101x +2,1091 |
| y =0,7687x + 1,4406 |
| y = 0,4415x +0,4699 |
| y=0,0255x -0,0888 |
| y=0,4596x -0,0376 |
| y=0,1108x +0,1105 |
| y=0,2210x - 1,4549 |
| y=0,0936x +0,0123 |
| y=0,0480x-0,3193 |
| y=0,3889x - 5,7455 |
| y=0,5073x-1,6844 |
| y=0,9527x-14,332 |
| y=0,5362x-5,7908 |
| y=0,6029x - 9,2403 |
| y=0,2638x - 2,6746 |
| y=0,4075x - 5,1947 |

6.4. Validacion del método de cuantificacion

Coeficiente de
determinacion
(R?)
0,9981
0,9904
0,9969
0,9949
0,9887
0,9948
0,9923
0,9965
0,9991
0,9941
0,9899
0,9950
0,9844
0,9829
0,9930
0,9822
0,9806
0,9829
0,9886
0,9809

Rango

lineal

(ppm)
| 0,5-250
| 0,5 - 100
| 0,5-150
| 0,5-150
| 0,5-150
| 0,5-150
| 0,5-150
| 0,5 - 500
| 0,5-150
| 2,5-150
| 2,5-150
| 0,5-150
| 2,5-100
| 10-100
| 0,5-100
| 10-100
| 10-100
| 10-100
| 10-100
| 10-100

A la hora de poder validar un método analitico, se deben de seguir una serie de

directrices que garanticen la calidad del método en cuestion. Para ello, se deben de determinar

y verificar una serie de parametros. En este trabajo se han realizado los dos mas importantes:

v Linealidad, referente a la capacidad de poder obtener resultados proporcionales a la

concentraciéon o cantidad del analito en un rango definido. Este aspecto ha sido

abordado en el apartado de obtencidn de las rectas de calibrado, como caracteristica

fundamental en el desarrollo de un correcto método analitico. Ademads, se han

calculado los valores de LOD y LOQ como se detalla en el siguiente apartado.

Precision, que representa si los resultados de una serie de reiteradas pruebas

analiticas presentan uniformidad entre ellos. Se basa en el andlisis de la repetitividad

y la reproducibilidad de los resultados obtenidos.
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6.4.1. Limites de deteccion y cuantificacion

En base a la Norma UNE-EN ISO/IEC 17025 en la que se establecen las condiciones
necesarias que se deben cumplir en los laboratorios de ensayos y calibracion, para garantizar
la calidad, competencia y fiabilidad de los analisis quimicos,*® se realizaron anélisis referentes

al limite de deteccion (LOD) y al limite de cuantificacion (LOQ).

“El limite de deteccién (LOD) se define habitualmente como la cantidad o
concentracion minima de sustancia que puede ser detectada con fiabilidad por un método
analitico determinado. Intuitivamente, el LOD seria la concentracion minima obtenida a partir
de la medida de una muestra (que contiene el analito) que seriamos capaces de discriminar
de la concentracion obtenida a partir de la medida de un blanco, es decir, de una muestra sin
analito presente”®. El LOQ se corresponderia con la menor concentracion de la sustancia

cuantificable.

Atendiendo a la Tabla 9, tras preparar y analizar diluciones a muy bajas
concentraciones, se pudieron observar los LOD detectados para cada una de ellas. Los valores
incluidos fueron desde el rango de las 0,005 ppm en algunos casos, hasta las 5 ppm en otros.
En cuanto a los LOQ detectados de la columna contigua, los valores resultantes fueron desde
las 0,1 ppm hasta las 10 ppm. Con el fin de poder poner a punto otro procedimiento para el
célculo de los LOD y LOQ (columna de valores calculados), se disefié una matriz en Excel para
cada una de las sustancias, a través de la cual se intentaba obtener estos parametros
matematicamente con confianza estadistica, empleando para ello la desviacion estandar de

la ordenada de cada recta como se describe en el apartado de la introduccion.

Comparando los LOD/LOQ observados y los calculados de la Tabla 9, se puede
apreciar notables diferencias, siendo en todos los casos siempre mayor el valor calculado que
el observado. Ademas, todos los LOD observados estan por debajo de los limites que
establece la normativa. Las concentraciones por encima del LOQ calculado podran
considerarse estadisticamente correctas, mientras que las determinadas por debajo
precisaran de un mayor numero de réplicas para confirmar la correcta cuantificacién. Otra
manera de corroborar los valores de concentracion obtenidos para un determinado analito
seria, la adicién de ese mismo analito a la muestra a una concentracion superior al LOQ
calculado. La diferencia de concentracién entre la muestra con y sin adicion de analito serviria

para confirmar la concentracion inicialmente determinada.
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Tabla 9. Limites de deteccidn observados y calculados para los 20 alérgenos a estudio.

Pico

O 0 N oo B WIN B-

N R RrRIRIR(RIR R R R R
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Compuesto

Alcohol de bencilo
Alcohol anisico
Cumarina
Alcohol cinamilico
Cinamaldehido
Eugenol

Isoeugenol

Extracto de musgo de roble

Geraniol
Linalool
Citral
B-Citronelol
2-Octinoato de metilo
Benzoato de bencilo
Alcohol a-amilcinamilico

Salicilato de bencilo
Cinamato de bencilo
a-Amilcinamaldehido

a-Cetona

Farnesol

6.4.2. Precision

Observados
LOD LoQ
(ppm) | (ppm)
0,1 0,5
0,1 0,5
0,1 0,5
0,1 0,5
0,1 0,5
0,05 0,1
0,05 0,1
2,5 5
0,1 0,5
1 2,5
0,5 1
0,1 0,5
1 2,5
5 10
0,1 0,5
5 10
2,5 5
5 10
5 10
5 10

Calculados
LOD LOQ
(ppm) | (ppm)
4,43 14,76
6,21 20,7
4,34 14,49
6,29 20,99
8,93 29,79
6,39 21,31
7,77 25,9
15,93 53,13
2,68 8,96
7,39 24,66
10,4 34,69
5,91 19,72
9,32 31,06
12,07 40,23
5,92 19,75
15,33 51,12
17,53 58,45
15,03 50,12
12,26 40,88
14,11 47,05

El estudio de la precision del método se llevé a cabo comprobando que el método

proporcionaba datos que concordaban entre si al realizarlos en el mismo dia (repetitividad) y

en dias diferentes (reproducibilidad). Los valores referentes a la precision del método se

muestran en la Tabla 10. En cuanto a los estudios de repetitividad, se realizaron en el mismo

dia un conjunto de analisis en las muestras bajo las mismas condiciones, es decir: mismo

analista, mismos aparatos, componentes, reactivos, en el mismo laboratorio y en un mismo

tiempo definido. En cuanto a la reproducibilidad, los analisis también se realizaron en el mismo

laboratorio, pero en diferentes dias con la intencion de contrastar la variabilidad del método,

aumentando los tiempos de andlisis (muestras hechas el mismo dia). Estas determinaciones

se llevaron a cabo con el objetivo de asegurar la calidad del procedimiento analitico.
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Tabla 10. Andlisis de repetitividad y reproducibilidad del método analitico empleando dos

concentraciones para cada uno de los 20 alérgenos a estudio. Conc.: concentracién.

Pico

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

Compuesto

Alcohol de bencilo

Alcohol anisico

Cumarina

Alcohol cinamilico

Cinamaldehido

Eugenol

Isoeugenol

Extracto de musgo

de roble

Geraniol

Linalool

Citral

B-Citronelol

2-Octinoato de
metilo

Benzoato de
bencilo

Alcohol a-
amilcinamilico

Salicilato de
bencilo

Cinamato de
bencilo

a-

Amilcinamaldehido

a-Cetona

Farnesol

Conc.
preparada

(ppm)

10
100
10
100
10
100
10
100
10
100
10
100
10
100
10
100
10
100
10
100
10
100
10
100
10
100
10
100
10
100
10
100
10
100
10
100
10
100
10
100

Repetitividad
Conc. a5
determinada Precision
(%)
(ppm)

10,299 102,998
107,826 107,826
10,835 108,351
100,507 100,507
8,944 89,443
105,126 105,126
9,364 93,646
107,212 107,212
8,194 81,943
107,289 107,289
8,687 86,874
107,663 107,663
9,362 93,624
110,386 110,386
15,702 157,02
122,234 122,234
9,904 99,043
105,356 105,356
9,173 91,737
108,276 108,276
11,995 119,958
105,125 105,125
8,828 88,281
105,45 105,45
12,754 127,542
101,73 101,73
17,346 173,46
94,554 94,554
8,425 84,254
113,998 113,998
15,913 159,13
104,555 104,555
13,496 134,966
90,296 90,296
15,846 158,461
106,06 106,06
12,541 125,411
81,883 81,883
13,591 135,917
86,483 86,483

Reproducibilidad

Conc.

determinada

(ppm)
9,312
94,771
10,988
94,73
9,173
99,763
11,378
106,641
8,074
82,636
8,043
99,66
8,47
57,994
25,526
2282
9,76
96,671
7,32
89,436
10,534
96,639
7,7888
99,614
30,227
303,128
16,629
59,67
9,3
103,542
16,913
51,326
16,14
79,942
X
40,54
16,679
76,657
13,609
60,526

Precisio
n (%)
93,123
94,771
109,888
94,73
91,738
99,763
113,785
106,641
80,743
82,636
80,439
99,66
84,706
57,994
255,264
21,183
97,607
96,671
73,202
89,436
105,349
96,639
77,888
99,614
302,276
303,128
166,294
59,67
93
103,542
169,133
51,326
161,409
79,942
X
40,54
166,793
76,657
136,091
60,526
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Los valores de repetitividad obtenidos para los diferentes compuestos fueron en
general cercanos todos al valor 6ptimo del 100%, si bien algunos compuestos presentaron
valores mas altos y bajos. En el caso de la reproducibilidad, los valores obtenidos presentaron
una mayor variabilidad, sugiriendo que es uno de los aspectos a mejorar en pasos posteriores

de la validacion del método.

6.5. Cuantificacion de alérgenos en muestras

Con la finalidad de verificar y comprobar la eficacia del método analitico desarrollado,
se seleccionaron cuatro productos cosmeéticos. Se llevé a cabo su anadlisis y se procedi6 a
comparar los tr y perfiles de absorcion de los distintos analitos de cada muestra, con los de

los compuestos patrén empleados en las rectas de calibrado.

La primera muestra analizada (muestra A) se correspondié a una mascarilla capilar de
una conocida marca del sector cosmético (Figura 19). En esta muestra el nimero de
alérgenos detectados fue de 6, que se correspondieron con alcohol de bencilo, cumarina,
geraniol/linalool, B-citronelol, salicilato de bencilo y cinamato de bencilo. En lo que respecta a
los compuestos geraniol y linalool, atendiendo a la Tabla 6, se observa que sus tr son muy
proximos (32,901 y 32,924). Ademas, sus perfiles de absorcién son iguales. Es por ello que no
podria afirmarse que el compuesto que se observa tanto al minuto 32,8 en la primera réplica
como al minuto 32,89 en la segunda (Tabla 11) se corresponda al geraniol (compuesto 9) o,
por el contrario, al linalool (compuesto 10). Para poder distinguir cudl de ellos es el presente
en el producto, seria necesario un analisis posterior a través de la adicion de una
concentracion conocida e independiente de ambos compuestos sobre la muestra para ver si
el pico cambia en tr y/0 en area o bien el uso de la espectrometria de masas para identificar
de manera mas fiable el compuesto. En relacién con las concentraciones presentes en las
muestras analizadas, se cuantificaron las siguientes: alcohol de bencilo, 1404,38 ppm;
cumarina, 91,71 ppm,; geraniol, 129,27 ppm; B-citronelol, 186,89 ppm; salicilato de bencilo,
506,35 ppm y cinamato de bencilo 366,76 ppm (muestra A). 2-octinioato de metilo, 924,92
ppm; (muestra B). Geraniol, 59,60 ppm; (muestra D).

Como se puede observar en el etiquetado del producto de la Figura 19, aparte de los
compuestos ya identificados se incluye también al citral y limoneno (compuesto descartado
durante las fases de puesta a punto). El citral no se observé a su respectivo tr en los
cromatogramas obtenidos en ninguna de las dos réplicas realizadas. Tampoco se vio perfil

de absorcion que pudiera identificarlo. El tercer alérgeno (limoneno) formaba parte de los 5
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alérgenos incluidos en posibles degradados que se descartaron en fases anteriores. Por lo
tanto, de un total de 8 alérgenos presentes en la etiqueta, sin incluir al posible degradado, 6

fueron correctamente identificados.

La segunda muestra analizada (muestra B) fue el preparador capilar con aceite de
arbol de té de la Figura 20. Se consider6 interesante incluir a este tipo de producto debido a
que, segun su etiquetado, no presentaba ninguno de los alérgenos incluidos y analizados en
este estudio. Con el objetivo de contrastar la veracidad e informacion del fabricante, se
comprobé la existencia de alérgenos. Se encontr6 en ambas réplicas un compuesto que
encajaba en el tr y perfil de absorcién del 2-octinoato de metilo. El 2-octinoato de metilo
presenta en la Tabla 6 de los compuestos patréon un tg de 36,185 minutos, con maxima
absorcion a una longitud de onda de 210 nm. Tal y como muestra la Tabla 12, si se estima
rapidamente la media de los tr en ambas réplicas, sale muy similar al 2-octinoato de metilo.
Aunque todo parece indicar que dicho pico se podria identificar como tal, seria necesario un
analisis posterior como el descrito para la muestra A para identificar de manera mas fiable al

compuesto.

En la muestra del sérum facial (muestra C) no se encontraron coincidencias con ningun
alérgeno patron de referencia, lo cual coincide con el etiquetado declarado por el fabricante.
Al no incluir sus ingredientes en el propio bote del producto, se extrajeron directamente de la

web oficial de la marca, tal y como ilustra la Figura 21.

La dltima muestra analizada (muestra D) fue la perteneciente al desmagquillante de la
Figura 22. En el etiquetado de dicho producto se incluyen los alérgenos linalool y B-citronelol.
El analisis mostré un Unico pico. Realizando una estimacion de la media de los valores de los
tr de las dos réplicas (Tabla 13), el tiempo obtenido se correspondié a 33 minutos. Al comparar
este valor con el de la Tabla 6, se observa muy poca diferencia entre el valor obtenido de la
muestra y el de la tabla de referencia. Esto permite identificar dicho pico como el linalool, con
un tren la de 32,924 minutos. En la etiqueta de la Figura 21, el LOD del B-citronelol es mayor
que la concentracion a partir de la cual se debe declarar. Esto explicaria el motivo de no ver el

pico a su correspondiente tr.
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Ingredientes: aqua, sodium laureth
succinate and sodium laurylsulfoaceta
cocamidopropyl betaine, PEG-10 olive g

rides, PEG-90 glyceryl isostearate, |
2. sodium chloride, glycerin, melal
ternifolia oil, sodium sorbate

benzoate, citric acid.

Figura 19. Ingredientes junto a los alérgenos  Figura 20. Ingredientes presentes en el preparador

en la parte inferior (rectangulo rojo) presentes  capilar con aceite de arbol de té (sin alérgenos).
en la mascarilla capilar.

* Ingredientes de cultivo ecologico controlado
** Derivado de aceites esenciales naturales

Aloe Barbadensis Leaf Juice Powder* , Aqua , Glycerin, Lactobacillus/Punica Granatum Fruit Ferment Extract, Lactococcus
Ferment Lysate , Aloe Barbadensis Leaf Extract, Citrus Sinensis Fruit Extract, Propanediol . Griffonia Simplicifolia Seed Extract,
Caprylic/Capric Triglyceride , Salix Nigra Bark Extract, Vaccinium Myrtillus Fruit Extract , Saccharum Officinarum Extract, Carica
Papaya Fruit Extract, Mangifera Indica Fruit Extract, Sodium Hyaluronate , Crithmum maritimum Extract, Microcitrus
Australasica Fruit Extract, Citrus Aurantium Dulcis Fruit Extract, Citrus Limon Fruit Extract, Acer Saccharum Extract, Baicalin,
Pseudoalteromonas Exopolysaccharides , Gardenia Florida Fruit Extract , Leuconeostoc/ Radish Root Ferment Filtrate , Xanthan

Gum , Maltodextrin, Glyceryl Caprylate , Sodium Phytate ., p-Anisic Acid . Hydrogenated Vegetable Oil , Sodium Benzoate , Lactic
Acid , Sodium Chloride . Sodium Salicylate , Citric Acid

Figura 21. Ingredientes presentes en el sérum facial (sin alérgenos).

Figura 22. Ingredientes que forman parte del producto desmaquillante. Subrayados en rojo, los
alérgenos presentes.
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Tabla 11. Cuantificacion de alérgenos en la muestra A (mascarilla capilar) mediante RP-HPLC. Conc.: concentracion.

Mean SD Mean

1 15,195 | 210 254 70,2353

1 1404,3815 0,4589 0,1404 0,0000
2 15,283 | 210 254 70,2029
1 20,505 | 210 254, 280, 310 4,5612

3 91,7194 0,7013 0,0092 0,0001
2 20,578 | 210 254, 280, 310 4,6108
1 32,798 | 210 X 6,4499

9 > 32.890 | 210 « 6.4774 129,2732 0,3892 0,0129 0,0000
1 35,303 | 210 X 3,0018

12 186,8974 179,4095 0,0187 0,0179
2 35,383 | 210 X 15,6880
1 40,094 | 210 | 254, 280,310,370 25,5547

16 2 40,148 | 210 | 254, 280, 310,370 25,0806 & 6,700/ 0,0506 0,0007
1 40,560 | 280 | 254,280, 310,370 18,3294

17 366,7625 0,2470 0,0367 0,0000
2 40,614 | 280 | 254, 280,310,370 18,3469

Tabla 12. Cuantificacién de alérgenos en la muestra B (preparador capilar con aceite de arbol de té). mediante RP-HPLC. Conc.: concentracién.

Mean SD Mean SD

1 36,092 | 210 X 49,8856
13 924,9219 102,9416 0,0925 0,0103
2 35,837 | 210 X 42,6066

Tabla 13. Cuantificacion de alérgenos en la muestra D (desmaquillante) mediante RP-HPLC. Conc.: concentracion.
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7. Discusion

El empleo de la cromatografia liquida de fase reversa fue apropiado para poder separar
a los distintos compuestos incluidos en el estudio y para poder regular los tr de cada uno de
ellos. Se traté de seguir en todo momento la metodologia de trabajo definida al inicio del
estudio, con el fin de poder alcanzar los objetivos previamente establecidos. Tras la
realizacion de numerosas pruebas y ensayos orientados a conseguir una correcta separacion
de los picos cromatograficos correspondientes a las sustancias incluidas, se acabd por variar
la composicién de la fase mévil empleando combinaciones de agua, acetonitrilo y metanol.
Con el método cromatografico final, con H,0:ACN (90:10) como eluyente A y ACN:MeOH
(60:40) como eluyente B, se consigui6 obtener una separacion adecuada de los compuestos

ademas de una correcta amplitud de sus picos.

La optimizacion del método siguid los criterios analiticos basicos y es un claro ejemplo
de la dificultad asociada a optimizar un método analitico que permita el analisis de muestras
complejas, permitiendo la identificacion simultanea de diferentes analitos. El trabajo realizado
pone de manifiesto la necesidad de adaptar los métodos publicados al aparataje disponible 'y
la necesidad de un trabajo de innovacion tecnoldgica que conlleve a la puesta en marcha de

esta metodologias en nuevos laboratorios.

El método optimizado ha demostrado una muy buena linealidad, pero no tan buenos
resultados en cuanto a la precisiéon. La primera explicacion de este hecho es la necesidad de
estandarizar las condiciones que reduzcan esta falta de precision interdia. Sin embargo,
también hay que tener en cuenta la posible degradacion de las muestras, ya que en algunos
casos se pudo observar que ésta era evidente. Tampoco hay que descartar el error humano a
la hora del pipeteo, ya que estos ensayos de precision requieren una gran experiencia a la hora
del mismo, lo cual requeriria de personal técnico altamente especializado. Todo lo anterior,
indica que es necesario un estudio de la estabilidad de los patrones empleados para asegurar
la precision del método. Este estudio sera abordado en futuros ensayos del grupo de

investigacion encaminados a culminar la optimizacion del método.

Con respecto al método analitico en si mismo, éste fue desarrollado y testado
siguiendo una serie de parametros que lo validasen. Entre ellos, se determinaron la linealidad
de las rectas de calibrado, limites LOD/LOQYy la precisién del método. La linealidad del método
fue evaluada realizando analisis de cada una de las sustancias por triplicado. Esto, junto al

rango de concentraciones a las cuales se realizaron los analisis, permitié estimar un
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coeficiente de determinacion en todos los casos de R? > 0,98, indicando un ajuste lineal

bastante aceptable.

En consideracién a los valores LOD/LOQ observados frente a los LOD/LOQ calculados,
se distingui6 una variacion considerable entre los valores de ambos parametros. Pese al haber
intentado incluir un procedimiento mas completo, la falta de coincidencia entre valores
observados y calculados, indica que existe margen de mejora que ajuste la similitud de los

datos representados.

En lo referente al analisis de las muestras de los 4 productos cosméticos analizados y
con laintencion de identificar a los alérgenos presentes, se observé que no hubo interferencia
de ninguno de los ingredientes incluidos en ellos. A pesar de esto, el analisis de dos de las
muestras pone de manifiesto la necesidad de un método posterior de confirmacién que
permita asegurar inequivocamente la presencia e identidad de los picos. De esta manera, el
método aqui optimizado se constituiria como método de cribado de primer paso que
necesitaria una confirmacién posterior. Este hecho no resta ni validez ni relevancia al presente
trabajo, ya que precisamente son los métodos de cribado los mas necesarios en la industria

para asegurar de una manera rapida, agil y barata la calidad y seguridad de sus productos.

El método se ha puesto a prueba analizando muestras comerciales reales, para ello,
se eligieron cuatro preparaciones cosméticas diferentes en férmula y finalidad, intentando
cubrir un amplio tipo de muestras. En la muestra A (mascarilla capilar), fueron detectados 6
alérgenos indicados en el etiquetado de un total de 8. Fueron detectados el alcohol de bencilo,
cumarina, geraniol/linalool, B-citronelol, salicilato de bencilo y cinamato de bencilo, que se
correspondian con los picos 1, 3, 9/10, 12, 16 y 17. Quedd sin confirmar la presencia de
limoneno debido al ya mencionado problema con la estabilidad del patron comercial
disponible. En la muestra B (champu sin alérgenos), se sospeché de la posibilidad de
encontrar al compuesto 2-octinoato de metilo correspondiéndose al pico 13, pero tal y como
se ha comentado mas arriba, es necesario la confirmacién mediante un método posterior ya
que no estd declarado en el etiquetado del producto. En la muestra C (sérum facial) y
coincidiendo con la etiqueta del fabricante, no se detecté alérgeno alguno. Por ultimo, en la

muestra D (desmaquillante) se consiguié identificar al linanool relativo al pico 10.

En contraposicion a lo comentado en el parrafo anterior, hubo 3 alérgenos incluidos en
el estudio que se encontraban presentes pero que no fueron identificados. En el caso de la
muestra A, los compuestos que no se consiguieron identificar fueron el citral (pico 11) y el
geraniol o linalool (pico 9 y 10). Haciendo referencia a lo comentado en el apartado 6.5, al

coincidir el valor del tr medio de las dos réplicas con el rango de tiempo de los alérgenos
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geraniol y linalool, no se sabe con exactitud a cual de los alérgenos se corresponderia el pico
observado en la muestra A, por ello, tal y como se menciona también en apartados anteriores,
se hace necesario el mencionado método de confirmacion. Continuando con la muestra B, se
encontro en ella a un compuesto que eluia a un tiempo analogo al 2-octinoato de metilo y
presentaba mismo perfil de absorcién. Debido a la infinidad de compuestos que se emplean
en la industria cosmética, muchos de ellos presentan caracteristicas y naturaleza muy
similares entre si. Por este motivo, junto a que el 2-octinoato de metilo no se encuentra
incluido entre los ingredientes del producto, se hace necesario confirmar la identificacién con
un método posterior. Como se ha citado en el segundo parrafo de este apartado, el andlisis
de la muestra C evidenci6 la ausencia de alérgenos en el producto sin picos coincidentes con
ningun alérgeno patrdn de referencia. Pasando al ultimo producto analizado, muestra D, no se
consiguio determinar al B-citronelol especificado en el etiquetado del producto, pese a que los

LOD obtenidos estan por debajo de los limites que marca la normativa.

Atendiendo a todas las consideraciones realizadas, se podria decir que el método
analitico desarrollado y presentado aporta datos interesantes y relevantes a la hora de llevar
a cabo la deteccion de alérgenos en productos cosmeéticos. Es un método sencillo, rapido y
barato. Asimismo, cabe mencionar que antes de desarrollar un método analitico, ya sea para
la deteccién de alérgenos en cosmética, pesticidas, drogas, etc., es fundamental entre otras
cosas que sea fiable y aplicable, presente especificidad y selectividad exclusivamente por los
compuestos que se desean analizar, y que sea lo mas preciso posible. Este método cumple
con la mayoria de estos requisitos y esta listo para, tras algunas mejoras que se mencionan
en parrafos anteriores, cumplir con la totalidad de estos. Junto a todo esto, es aconsejable
tener bien definida una linea de trabajo que conduzca a la consecucion de los objetivos
previamente definidos. En definitiva, la calidad de los resultados obtenidos tras desarrollar un
método analitico va a depender de la correcta ejecucion de las etapas que lo conforman, antes,
con una correcta planificacion, durante, mientras estd en ejecucion y tras, cuando se testea,
valida y comprueba. Desarrollos como el llevado a cabo en el presente trabajo pretenden ser
un ejemplo de esta calidad en el disefio y ejecucion, si bien, tal y como se ha comentado
anteriormente, existen algunos aspectos pendientes de mejora para concluir la validacién del

método.
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8. Conclusién y futuras lineas de investigacién
Tras la realizacion del presente trabajo se han obtenido las siguientes conclusiones:

v' Se ha conseguido detectar a 20 de los 25 alérgenos de fragancia iniciales recogidos
en la normativa.

v" El método ha resultado ser, en la mayoria de los casos, efectivo para la deteccién de
estos en las muestras cosméticas analizadas.

v' Existe margen de mejora en distintos aspectos del método, especialmente en la
precision y en especial la reproducibilidad.

v La no deteccion de algunos alérgenos presentes (segun etiquetado) en las muestras
cosmeéticas analizadas, refleja que se podria seguir optimizando el método.

v Se ha observado que cualquier minima variacién en la manipulacion, pipeteo,
temperatura de los compuestos al preparar las diluciones, almacenaje, tiempo del vial
en el equipo hasta su analisis, etc. provocaron que no siempre los resultados obtenidos
entre réplicas fueran semejantes a las mismas concentraciones. Se debe tener en
cuenta el mayor nimero de variables posibles con el fin de optimizar el tiempo y la

calidad del analisis.

Como futuras lineas de investigacion, seria interesante poder completar la
optimizacion de este método para posibilitar la deteccidon y cuantificacion de las 26 sustancias
declaradas por el reglamento europeo como alérgenas en este estudio. Durante el desarrollo
del presente trabajo se excluyeron a 5 sustancias posiblemente degradadas de origen, pero
que seria interesante incorporar si se consigue un proveedor de garantias. La sustancia
restante (Evernia furfuracea) no se incluyé en el estudio al tratarse de un extracto complejo
no disponible comercialmente, pero en el caso de encontrarla, se podria emplear la misma
metodologia utilizada para el extracto de Evernia prunastri. A fin de poder implementar este
método en empresas relacionadas con el sector, seria interesante valorar la opcién de poder
validarlo de manera externa. Por ello, queda abierta la opcion de continuar lo ya iniciado y

poder aprovechar todo lo desarrollado en este estudio.
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Anexos

10. Anexos

Anexo |. Caracteristicas de las 25 sustancias inicialmente incluidas en el estudio. Ordenadas segun su orden de elucién.

Pico

10

11

12

Compuesto

Alcohol de bencilo
CAS 100-51-6
Alcohol anisilico
CAS 105-13-5
Cumarina
CAS 91-64-5
Alcohol cinamilico
CAS 104-54-1
Cinamaldehido
CAS 104-55-2
Eugenol
CAS 97-53-0
Isoeugenol
CAS 97-54-1
Extracto de musgo
de roble
CAS 90028-68-5
Geraniol
CAS 106-24-1
Linalool
CAS 78-70-6
Citral
CAS 5392-40-5
B-Citronelol
CAS 106-22-9

T2 almacenaje
(°c)

25
25
25
25

25

25

2-8

25
25
25

25

Condiciones
especiales

Atmosfera
inerte

X

X

Atmosfera
inerte

X

Tipo de industria
Cosmética

Cosmética

Cosméticay
farmacéutica

Cosmética

Cosmética, alimentaria
y agroquimica
Cosmética, alimentaria
y farmacoldgica

Cosmética y alimetaria

Cosmética

Cosmética
Cosmeética y quimica
Cosmeética y quimica

Cosmeética y quimica

Estado
Liquido
Solido
Sélido granulado
Liquido viscoso
Liquido
Liquido
Liquido

Liquido

Liquido

Liquido

Liquido

Liquido

% pureza
99,81
99,5
100
100
98,6
98,9
98,9

1 mg/mlen
etanol

98
98,8
98,4

97,4

Densidad (g/ml)
1,05
1,11
0,935
1,04
1,05
1,07

1,08

0,79

0,38
0,87
0,89

0,86
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Anexo | (continuacion). Caracteristicas de las 25 sustancias inicialmente incluidas en el estudio. Ordenadas segun su orden de elucion.

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

2-Octinoato de
metilo
CAS 111-12-6
Benzoato de bencilo
CAS 120-51-4
Alcohol a-
amilcinnamilico
CAS 101-85-9
Salicilato de bencilo
CAS 118-58-1
Cinamato de bencilo
CAS 103-41-3
a-
Amilcinamaldehido
CAS 122-40-7
a-Cetona
CAS 127-51-5
Farnesol
CAS 4602-84-0
a-
Hexilcinamaldehido
CAS 101-86-0
Hidroxicitronelal
CAS 107-75-5
d- Limoneno
CAS 5989-27-5
Lilial
CAS 80-54-6
Liral
CAS 31906-04-4

25

25

25

25

25

25

25

25

Entre 2-8

25

Entre 2-8

Entre 2-8

Entre 2-8

Atmodsfera
inerte

X

Atmosfera
inerte

X

Atmdsfera
inerte
Atmdsfera
inerte

Cosmética

Cosmeética y alimentaria

Cosmeética, quimica y
alimentaria

Cosmética

Cosmética y quimica

Cosmética y quimica

Cosmética y quimica

Cosmética

Cosmética y quimica

Cosmética y quimica

Cosmética,
farmacéutica y quimica

Cosmética y quimica

Cosmética y quimica

Liquido

Liquido

Liquido

Sélido

Sélido

Liquido

Liquido
Liquido

Liquido

Liquido

Liquido

Liquido

Liquido

99,8

100

99,4

99,9

99,4

98

90,1

98,4

99,8

99,3

99,5

98,4

97,8

0,92

1,12

0,95

1,18

1,11

0,97

0,93

0,89

0,95

0,92

0,84

0,95

1,00
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Anexo Il. Volumenes necesarios en funcién a las densidades de las 25 sustancias inicialmente incluidas en el estudio. Ordenadas segun su orden de elucién.

Densidad Concentracion . Cantidad
. . . , Volumen final . Volumen a Volumen a Volumen de
Pico corregida de interés requerida .
el (mg/ml) (mL) (mg) coger (ml) coger (ul) disolvente (pL)
1 | 1043,015 | 0,5 | 1,5 | 0,75 | 0000719 | 0,71907 |  1499,281
2 | 1107,435 | 0,5 | 1,5 | 0,75 | 0000677 | 0677241 |  1499,323
3 | 935 | 0,5 | 1,5 | 0,75 | 0000802 | 0802139 |  1499,198
4 | 1044 | 0,5 | 1,5 | 0,75 | 0000718 | 0718391 |  1499,282
5 | 1033328 | 0,5 | 1,5 | 0,75 | 0000726 | 072581 |  1499,274
6 | 1055263 | 0,5 | 1,5 | 0,75 | 0000711 | 0710723 |  1499,289
7 | 1065153 | 0,5 | 1,5 | 0,75 | 0000704 | 0704124 |  1499,296
8 | 7,9 | 0,5 | 1,5 | 0,75 | 0094937 | 9493671 |  1405,063
9 | 371,42 | 0,5 | 1,5 | 0,75 | 0002019 | 2019277 | 1497981
10 | 859,56 | 0,5 | 1,5 | 0,75 | 0000873 | 0872539 |  1499,127
11 | 873,792 | 0,5 | 1,5 | 0,75 | 0000858 | 0,858328 |  1499,142
12 | 834,718 | 0,5 | 1,5 | 0,75 | 0000899 | 0898507 | 1499101
13 | 918,16 | 0,5 | 1,5 | 0,75 | 0000817 | 0816851 |  1499,183
14 | 1118 | 0,5 | 1,5 | 0,75 | 0000671 | 0670841 |  1499,329
15 | 946,288 | 0,5 | 1,5 | 0,75 | 0000793 | 0792571 |  1499,207
16 | 1174824 | 0,5 | 1,5 | 0,75 | 0000638 | 0638393 | 1499362
17 | 1102,346 | 0,5 | 1,5 | 0,75 |  o00068 | 0680367 | 1499,32
18 | 950,6 | 0,5 | 1,5 | 0,75 | 0000789 | 0788975 | 1499211
19 | 83793 | 0,5 | 1,5 | 0,75 | 0000895 | 0895063 |  1499,105
20 | 871,824 | 0,5 | 1,5 | 0,75 | 000086 | 0860265 | 1499,14
21 | 948,1 | 0,5 | 1,5 | 0,75 | 0000791 | 0791056 |  1499,209
22 | 916,539 | 0,5 | 1,5 | 0,75 | 0000818 | 081829 |  1499,182
23 | 837,79 | 0,5 | 1,5 | 0,75 | 0000895 | 0895212 |  1499,105
24 | 930,864 | 0,5 | 1,5 | 0,75 | 0000806 | 0805703 |  1499,194
25 | 973,11 | 0,5 | 1,5 | 0,75 | 0000771 | 0770725 |  1499,229
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