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1.1 RESUMEN

La determinacion de formaldehido en productos cosméticos que contienen
liberadores de formaldehido es de suma importancia ya que en la actualidad es
bien conocida su relacion con alergias, asi como en exposiciones prolongadas es
causa de cancer. Esta investigacion propone el desarrollo de un método nuevo
para cuantificar el contenido de formaldehido en cremas que contienen agentes
liberadores de formaldehido.

Se realizaron varios experimentos los cuales se utilizaron para obtener
condiciones Optimas de pretratamiento y de cuantificacion, entre las que se
encuentran, concentracion de la 2,4-pentanodiona, temperatura y tiempo de
reaccion, asi como las condiciones de uso del equipo CLAR, se determiné para el
intervalo bajo un LD de 0.024 mg L* y LC de 0.074 mg L™, para el caso del
intervalo alto el LD fue de 0.364 mg L™ y un LD 1.103 mg L™*.Con el método
propuesto se pueden analizar 15 muestras por hora.

Se propuso dos métodos de pretratamiento de muestra uno por destilacion por
arrastre con vapor y el otro usando un disolvente organico como el THF propuesto
por Pai-Wen et.al 2003. En ambos casos se determiné el formaldehido en cremas
gue contienen agentes liberadores de formaldehido, obteniendo resultados

aceptables dentro de los limites que marca la normatividad mexicana.
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INTRODUCCION
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2.1 ANTECEDENTES
El formaldehido, CAS: 50-00-0 (CH20, metanal, aldehido férmico, oxometano), es

un gas incoloro, altamente inflamable que se vende comercialmente como
disoluciones acuosas al 30-50 % (en peso) [1]. Es el primer miembro de las series
de los aldehidos alifaticos. Es una de las sustancias quimicas mas importantes
utilizadas hoy en dia en una gran cantidad de aplicaciones.

Fue preparado por primera vez por el quimico ruso A.M Butlerov en 1859 como el
producto de una tentativa, poco afortunada de la sintesis de glicol metilenico por
hidrolisis del diacetato de metileno. Aunque Butlerov no supo que habia obtenido
el formaldehido, su descripcibn de las propiedades fisicas y quimicas del
compuesto, incluyendo el aislamiento del paraformaldehido y la sintesis de la
hexametilenotetramina son obra suya. A.W. Hofmann sintetiz6 el formaldehido
deliberadamente en 1868 por la reaccién del metanol y el aire en presencia de un
catalizador de platino (al poner en contacto una corriente de aire cargada de
alcohol metilico con un espiral de platino incandescente) [2].

Es considerado uno de los peligros industriales mas importantes y uno de los
contaminantes del aire, la Agencia Internacional para la Investigacién del Cancer
(IARC, por sus siglas en inglés) ha concluido que el formaldehido es un
carcindgeno potencial para los animales y que existe una evidencia limitada de su
carcinogenicidad en humanos [3]. La Agencia de Proteccion del Ambiente (EPA,
por sus siglas en inglés) ha establecido una dosis de referencia (RfD) maxima de
0.2 mg por Kg de peso corporal por dia (mg Kg™* D) [4].

Se incluy6 por primera vez en el Segundo Reporte Anual sobre Carcinégenos en
1981, como razonablemente se anticipaba que es un carcinégeno humano basado
en pruebas suficientes de estudios en animales de experimentacion. Desde
entonces, se han publicado estudios adicionales de cancer en seres humanos y se
ha cambiado el estado de la lista a ser conocido como carcinégeno humano en el

doceavo lugar (Reporte sobre Carcindgenos 2011) [4].
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2.2 USOS DEL FORMALDEHIDO

El formaldehido, es el aldehido mas comun en el medio ambiente y su aplicacion
abarca una amplia gama. Aparece como formaldehido libre, como subproducto
formado por conservadores que lo liberan y resinas de formaldehido. [3].

Se usa en muchos procesos de manufactura incluyendo la produccion de
fertilizantes, productos de papel y madera, asi como en las industrias textiles, de
goma y cementeras [5].

La mayor parte de la producciéon de formaldehido ha sido destinada a la
fabricacion de resinas, estas resinas son usadas como adhesivos para la
fabricacion de elementos de madera unidos que comprenden tablas de
aglomerado, tablas de fibras, y madera terciada. Acido nitrilotriacético (NTA) y
acido etilendiaminotetraacético (EDTA) son componentes de detergentes
modernos fabricados a partir de formaldehido. En la industria textil, se emplea el
formaldehido para mejorar la resistencia a arrugarse y la resistencia a encogerse
de los tejidos de rayon por tratamiento en condiciones &cidas. En la industria
papelera, el formaldehido encuentra aplicacion para aumentar la tenacidad bajo la
accion de la humedad, la resistencia a encoger, la resistencia a las grasas, y
también para aumentar la resistencia al agua de los papeles para el recubrimiento
de alimentos. En la industria fotogréfica, el formaldehido endurece el revestido e
insolubiliza la superficie de las peliculas y los papeles sensibilizados.

También se usa de forma directa, como desinfectante en hospitales y en la
industria alimentaria, en la fabricacion de cosméticos, el cuero y las pieles pueden
curtirse por la accion del formaldehido en presencia de sales amortiguadoras, que
mantienen una neutralidad aproximada. También es empleado como bactericida,
fungicida, agente de embalsamamiento y desodorante [2, 6].

2.2.1 Formaldehido en alimentos

El formaldehido se encuentra como contaminante en muchos alimentos, los
alimentos mas comunmente involucrados son cerveza, jugos, carne, hongos,
fideos, queso de soya, alimentos hidratados, pescados, patas de pollo [6].

Por esta razon en afios recientes su determinacion ha recibido mucha atencion,

por lo que se han desarrollado varias técnicas para su cuantificacion como:
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espectrofotometria, fluorometria, electroforesis capilar [7], Cromatografia Liquida
de Alta Redisolucion (CLAR), biosensores, fotometria catalitica y en fase sélida,
espectrometria de masas por dilucion isotopica [6].

2.2.2 Efectos del formaldehido en el medio ambiente

Entra en el ambiente a partir de fuentes naturales (incluyendo fuegos forestales), y
de fuentes humanas directas como el producto de la combustion de los
automoviles y otros combustibles, asi como de usos industriales. También ocurre
una formacion secundaria, debido a la oxidacibn de compuestos organicos
naturales y antropogénicos presentes en el aire [1].

Generalmente se encuentra mas formaldehido en el aire dentro de viviendas que
al aire libre. Muchos productos del hogar emiten formaldehido y se puede inhalar
formaldehido cuando se usan estos productos. La pintura de latex y el barniz para
las ufias liberan una gran cantidad de formaldehido al aire; la madera
contrachapada y otros tipos de maderas laminadas, los muebles y armarios que se
fabrican con éstas, los productos de fibra de vidrio, las alfombras nuevas, laminas
decorativas, y algunas telas que no se arrugan emiten cantidades moderadas de
formaldehido. Las personas que trabajan en o cerca de plantas quimicas que
manufacturan o usan formaldehido pueden estar expuestas a cantidades de
formaldehido méas altas que lo normal. Los médicos, enfermeras, dentistas,
meédicos veterinarios, patdlogos, embalsamadores, personas que trabajan en la
industria de ropas o fabrica de muebles, profesores y estudiantes que tienen
contacto en laboratorios con especimenes que han sido preservados también
pueden estar expuestos a cantidades altas de formaldehido [8].

2.2.3 Efectos del formaldehido en la salud

El formaldehido puede entrar al cuerpo al respirarlo, ingerirlo o por absorcion al
estar en contacto con la piel. El formaldehido es absorbido rapidamente a través
de la nariz y de la parte superior de las vias respiratorias, también se absorbe
rapidamente cuando se ingiere. En cambio, solamente cantidades muy pequefas
se absorben a través de la piel. Una vez dentro del cuerpo, el formaldehido es
degradado rapidamente. Casi todos los tejidos del cuerpo tienen la capacidad para

degradar formaldehido. Generalmente es convertido a una sustancia no toxica
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llamada formato, que se excreta en la orina. El formaldehido también puede ser
convertido a dioxido de carbono, el cual se elimina en el aliento. También puede
ser degradado para que el cuerpo lo use para fabricar moléculas mas grandes que
necesitan los tejidos, o puede ligarse al acido desoxirribonucleico (ADN) o a
proteinas en el cuerpo. El formaldehido no se almacena en la grasa [8].

El formaldehido produce irritacion de los tejidos cuando entra en contacto directo
con éstos. Algunas personas son mas sensibles que otras a los efectos del
formaldehido. Los sintomas mas comunes son irritacion de los ojos, la nariz, la
garganta y lagrimeo, al encontraarse con concentraciones en el aire de
aproximadamente 0.4-3 mg L™. El National Institute of Occupational Safety and
Health (NIOSH, por sus siglas en inglés) indica que una concentracion de
formaldehido de 20 mg L™ constituye peligro inmediato para la salud y la vida. Un
estudio encontr6 que personas que sufren de asma pueden ser mas sensibles a

los efectos de la inhalacion de formaldehido que las que no son asmaticas [8].

2.3 FORMALDEHIDO EN COSMETICOS
La NOM-141-SSA1/SCFI-2012 define a un producto cosmético como: las

sustancias o formulaciones destinadas a ser puestas en contacto con las partes
superficiales del cuerpo humano: epidermis, sistema piloso y capilar, uiias, labios
y Organos genitales externos, o con los dientes y mucosas bucales con el fin
exclusivo o principal de limpiarlos, perfumarlos, ayudar a modificar su aspecto,
protegerlos, mantenerlos en buen estado o corregir los olores corporales
0 atenuar o prevenir deficiencias o alteraciones en el funcionamiento de la piel
sana [9]. Diferentes tipos de conservadores antimicrobianos son usados en los
cosmeéticos, el formaldehido y agentes liberadores de formaldehido son
conservadores usados ampliamente y representan un grupo importante de
irritadores de la piel. Los agentes liberadores de formaldehido son cominmente
usados en lugar del formaldehido. Estos conservadores presentan efectos
antimicrobianos y en su descomposicion se libera formaldehido [10]. Estos
conservadores tienen la capacidad de reemplazar el formaldehido usado
liberandolo en cantidades muy pequefias con el paso del tiempo segun sea

necesario. Si el formaldehido liberado se consume, estos agentes liberadores
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suministran mas, por lo tanto, la accion de los agentes liberadores se basa en el
logro continuo de este equilibrio, de esta manera el nivel real de formaldehido libre
en el producto permanece bajo pero suficiente para prevenir o eliminar el
crecimiento bacteriano. Por consiguiente, la actividad antimicrobiana de estos
conservantes es muy probable que resulte de la liberacion de formaldehido, pero
también se ha supuesto que algunos de ellos actian como biosidas por si mismos,
independientemente de la liberacion de formaldehido [11].

El Grupo de Trabajo (WP, por sus siglas en ingles) de la Unién Europea (UE) en
Andlisis Quimico de Productos Cosméticos, ha observado que ciertos agentes
liberadores de formaldehido liberan un poco o todo el formaldehido que
contienen, y no permanecen como un solo compuesto. El grupo ha identificado
cuatro de estos liberadores de formaldehido, de acuerdo con la Directiva
76/768/EC: Imidazolinidil-urea, diazolinidil-urea, hidroximetil-glicinato de sodio,
benzilhemiformal. Dado que estos compuestos no permanecieron intactos durante
las condiciones analiticas empleadas, (WP) concluyé que no puede ser posible
desarrollar el (los) método (s) de analisis de estos compuestos. Se sugirié por
parte del grupo de trabajo que estos cuatro agentes liberadores de
formaldehido pueden ser regulados en base al contenido de formaldehido
liberado [12].

La concentracion maxima permitida de formaldehido libre, autorizado por la Unién
Europea (UE) es del 0.2 % en los productos cosméticos. De acuerdo con la UE, la
cantidad maxima de estos liberadores de formaldehido en los productos
cosméticos debe ser de alrededor de 0.1 ~ 0.6 %. De conformidad con el anexo VI
de la Directiva 76 / 768 / CE, todos los productos terminados que contengan
formaldehido o sustancias del presente anexo que liberen formaldehido deberan
estar marcados con la advertencia "contiene formaldehido® cuando Ila
concentracion de formaldehido en el producto acabado sea superior al 0.05 %
[10].

En la regulacion mexicana (ACUERDO por el que se determinan las sustancias
prohibidas y restringidas en la elaboracion de productos de perfumeria y belleza)

permite una concentracion maxima permitida de 0.5 %, para la diazolinidil-urea y
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sus derivados y una concentracion maxima permitida de 0.20 % de formaldehido y

p-formaldehido y sus derivados (como formaldehido libre) [13].
2.4 AGENTES LIBERADORES DE FORMALDEHIDO

Los agentes liberadores de formaldehido se definen como sustancias que liberan
formaldehido, ya sea durante su descomposicibn o bien, sintetizadas a partir del
formaldehido. Existen mas de 40 sustancias identificadas y en la Tabla 1 se enlistan las
usadas en la practica [14].

Tabla 1. Agentes liberadores de formaldehido mas comunes

Cosméticos Productos de uso industrial

Quaternium-15 Grupo de los Bioban

Imidazolinidil urea Grotan BK (Hexahydro-1,3,5-Tris-

Di linidil
lazoliniail urea (hydroxiethyl) triazine)

DMDM hidantoina

Bronopol (2-bromo-2-nitropropano-1,3-diol) Textiles

. . . Resin rea formaldehi
Metenamina (hexametilentetramina) esina de urea formaldehido

Resina de melamina formaldehido

2.4.1 Imidazolinidil-urea

Es un polvo fino de color blanco, nombre quimico (3,3-Bis(1-hidroximetil-2,5-
dioxoimidazolidin-4)-1-1'-metildiurea), es soluble en agua, con un punto de fusion:
> 160 °C, su estructura se muestra en la Figura 3. Se trata de un conservante
antimicrobiano de amplio espectro usado en productos cosmeéticos y en
formulaciones farmacéuticas topicas. Se puede utilizar en lociones, champus,
cremas, acondicionadores solares, mascarillas, y maquillaje en polvo. Por sus
caracteristicas fisicoquimicas se puede incorporar en frio a las diferentes

preparaciones, tanto sélidas como liquidas [15, 16].

Figura 1. Molécula de imidazolinidil-urea
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Imidazolidinil urea es soluble solo en disolventes polares, en disolucion acuosa, se
descompone para liberar formaldehido. La liberacion de formaldehido de la
imidazolidinil urea en una disolucién acuosa aumenta con el aumento del pH y la
temperatura de la disolucion, asi como con el aumento en el periodo de
almacenamiento. Una molécula de este compuesto puede liberar 4 moléculas de
formaldehido en condiciones rigurosas. El contenido de formaldehido libre total en
un producto que contiene 0.6 % de imidazolidinil urea corresponderd, por lo tanto,
a 0.186 % [12].

2.4.2 Diazolinidil-urea.

Diazolidinil urea es un polvo fino de color blanco con nombre quimico (N-[1,3-bis
(hidroximetil)-2,5-dioxo-4-imidazolidinil]-N,N’-bis(hidroximetil) urea), su estructura
se muestra en la Figura 4. Se puede encontrar en muchos tipos de productos
cosméticos y de cuidado personal, incluyendo maquillaje facial y de ojos, lociones
para después de afeitar, productos para ufias, bafio, cabello y productos para el

cuidado de la piel [17].

Figura 2. Molécula de diazolinidil-urea

En disolucion acuosa la diazolinidil urea se descompone para liberar formaldehido.
Una molécula de este compuesto puede liberar cuatro moléculas de formaldehido.
El contenido de formaldehido libre total en un producto que contiene 0.5 % de

diazolidinil urea correspondera, por lo tanto a 0.215 % [12].

e
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2.4.3 Hidroximetil glicinato de sodio

Altamente soluble en agua, soluble en metanol, propilenglicol y glicerina, pero

insoluble en la mayoria de los disolventes orgénicos.

O

NH OH

Na—O \/

Figura 3. Molécula de hidroximetil glicinato de sodio

En una disolucion acuosa, el hidroximetil glicinato de sodio (Hidroximetil amino
acetato de sodio) se descompone para liberar formaldehido, su estrctura quimica
se muestra en la Figura 5. Una molécula de formaldehido se forma por la
descomposicion de cada molécula del compuesto. El contenido de formaldehido libre
total en un producto que contiene 0.5 % de hidroximetilo de sodio el glicinato
corresponde a 0.118 % [12].

2.4.4 Quaternium 15

Quaternium 15 es el agente liberador de formaldehido mas utilizado como
conservante en diferentes productos de belleza, es altamente soluble en agua,
inodoro e incoloro. Su actividad antimicrobiana es independiente del pH del
producto [18]. Una concentracién de quaternium 15 (ver estructura quimica en la
Figura 6) al 0.1 % (1000 mg L™ libera 100 mg L™ de formaldehido libre [19].

Figura 4. Molécula de Quaternium-15
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2.5 Investigaciones relacionadas con formaldehido

Tabla 2. Metodologias sobre cuantificacion de formaldehido

Ao de
publicacion

Metodologia

Matriz

Reaccion

Limites de
deteccioén

Muestras/
hora

Referencia

2007

Espectrofotometria/
Comparativa

Alimentos

Reaccibn de Formaldehido |
acetilacetona, produciendo 3,5
diacetil-1,4-dihidrolutidina amarilla.

0.8 —20.0 pyg/mL

NE

[20]

2007

Fluorometria

Bebidas
alcoholicas

Reaccién de Fluoral-P (4-amina-3-
penten-2-ona) con formaldehido,
dando lugar a la formacion de 3,5-
diacetil-1,4-dihidrolutidina  (DDL),
que Fluoresce a Aex = 410 nm
Aem = 510 nm.

3.1 ng/mL

60/hora

[21]

2008

Espectrofotometria

Desinfectantes

Reaccion de formaldehido con
acido cromotrépico en presencia de
sulfato de magnesio produciendg
un complejo estable Mg*
ciclotetracromotropileno

310 11 mg/L

NE

[3]

2009

Fluorometria

Alimentos

Determinacion del formaldehido,
basado en el uso de microondas en
linea acelerando su reaccion de
Hantzsch con ciclohexano-1,3-
diona

0.02 ng/mL

28/hora

[6]

2015

Espectrofotometria/
HPLC.
Comparativa

Cosméticos

La cuantificacion del formaldehido
por ambos métodos se hizo porn
medio de la reaccibn de
derivatizacion con la 2.,4-

dinitrofenilhidrazina (DNPH)

Espectrofotometria:
4 -12 mg/L
HPLC:

2 -32 mg/L

NE

[10]

NE: No especificado

Leonel Jassiel Islas Aguilar

Pagina 21




Cuantificacion de formaldehido por CLAR acoplado a UV-Vis y espectrofotometria en cremas que contienen
agentes liberadores de formaldehido

2.6 METODOS PARA CUANTIFICAR EL FORMALDEHIDO

Frecuentemente el formaldehido es determinado por métodos fluorométricos,
cromatograficos y espectrofotométricos. Los métodos fluorométricos que utilizan la
reaccion de Hantzsch, son las mas usadas para la determinacion de formaldehido,
la técnica es especifica, no destructiva, cuantitativa, ademas de permitir la
deteccién continua, sin embargo, el requisito de instrumentacion grande, compleja
y costosa, hace que el método no sea adecuado para un analisis de rutina [20].

En cuanto a la determinacion de formaldehido en bebidas y productos
alimenticios, un pretratamiento de la muestra, como destilacion de vapor y
extraccidon, es necesario para la mayoria de los métodos actuales debido a una
menor sensibilidad para detectar y por los efectos de la matriz. Aunque un método
catalitico se reporté para la determinacion de formaldehido en cervezas, este no
es adecuado para cervezas oscuras debido a la absorciéon de la muestra matriz en
la longitud de onda que se mide [6].

2.7 METODO DE 2,4-PENTANODIONA
La 2,4-pentanodiona es un liquido incoloro con olor rancio a temperatura

ambiente, facilmente soluble en agua [38].

O O

Figura 5. Formula estructural de la 2,4-Pentanodiona

2.7.1 Usos de la 2,4-pentanodiona
La 2,4-pentanodiona se utiliza como intermedio quimico en la fabricacion de
productos farmacéuticos, colorantes y productos fitosanitarios. También se usa
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como aditivo en gasolinas y lubricantes, para favorecer el secado de barnices y
tintas de impresora, como quelante de metales, modificador de poliolefinas y en la
sintesis de agentes antibacterianos, en particular sulfametazina [38].

Tabla 3. Propiedades fisicoquimicas de la 2,4-pentanodiona.

Propiedad Unidades
Peso molecular 100.12 g mol™
Formula molecular CsHgO,
Solubilidad en agua 166 gL' a20°C
Punto de fusion -23.2°C
Punto de ebullicion 140 °C
Presion de vapor 0.92 kPa a 20 °C
Peso especifico 0.9763 g/cm® a 20 °C
Densidad de vapor 3.45 veces la del aire
Punto de inflamacion 35.5°C
Limite de explosividad Inferior 2.4% y superior 11.6%
(concentracion en aire)
Umbral de olor 10- 20 ppb

2.7.2 Reacciéon de formacién del complejo DDL (3,5-diacetil-1,4-
dihidrotoluidina)

La reaccion de Hantzsch (ver figura 6) es comunmente utilizada para la
determinacion de formaldehido al cuantificarse la cantidad de 3,5-diacetil-1,4-
dihidrotoluidina (DDL) formada a partir de la reaccion de formaldehido con 2,4

pentanodiona en presencia de sales de amonio.

H

0 0 NH,* HaC N CHy
2 M + 1 o=cH, —» B
HSC CHS H3C (CH3
O O

2.4-Pentanodiona Formaldehido 3,5-diacetil-1,4-dihidrotoluidina (DDL)

Figura 6. Reaccion de Hantzsch de formaldehido con 2,4 pentanodiona
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2.8 ANALISIS POR CROMATOGRAFIA

La cromatografia es un potente método de separacién que tiene aplicaciéon en
todas las ramas de la ciencia. La técnica fue inventada y denominada asi por el
botanico ruso Mikhail Tswett a principios del siglo XX. El la utilizaba para separar
varios pigmentos vegetales, como clorofilas y xantofilas, haciendo pasar
disoluciones de estos compuestos a través de una columna de vidrio rellena con
carbonato de calcio finamente dividido.

Sin embargo, fue hasta 1931 que el desarrollo total de esta técnica se produjo,
cuando Kuhn y Lederer comenzaron a utilizarla de manera sistematica. La
cromatografia de liquidos (CL), sufri6 un estancamiento en 1952 cuando se
impulsé el desarrollo de la cromatografia de gases (CG), que acapard los
esfuerzos teoricos encaminados al desarrollo de la cromatografia. No obstante, la
limitacion de la CG en cuanto al tipo de muestras que podia analizar (volatiles o
derivados volatiles de las mismas), origino en la década de los sesenta, una vuelta
a considerar a la CL, cuya limitacion en el tipo de muestras, se reducen a la
posibilidad de disolver la muestra, lo que le confiere un rango mas amplio de
aplicacion. Este hecho y el desarrollo de fases estacionarias con diametros de
particula cada vez menores a los utilizados hasta entonces, permiten obtener
columnas de mayor eficacia, extendio la utilizacién de este tipo de cromatografia.
La cromatografia agrupa un conjunto importante y diverso de métodos de
separacion, identificacion y determinacibn de componentes estrechamente
relacionados en mezclas complejas; muchas de dichas separaciones son
imposibles por otros medios. La cromatografia es esencialmente un proceso fisico
de separacion en el que los componentes a separar se distribuyen entre dos
fases, una inmdavil (fase estacionaria) y una movil que puede ser un gas, un liquido
o un fluido supercritico (fase movil), la cual pasa a través de la primera. El proceso
cromatografico se da como resultado de repetidos procesos de adsorcion-
desorcion durante el movimiento de los componentes de la mezcla arrastrados por
la fase movil a lo largo de la fase estacionaria (elucién), produciéndose la
separacion debido a las diferencias en las constantes de distribuciéon de los

componentes de la mezcla entre la fase estacionaria y la fase movil. A la
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distribucion final de los componentes en funcion de su posicion sobre la fase
estacionaria, o del tiempo en que eluyen se le denomina cromatograma.

La experiencia acumulada en el desarrollo de la CG, permitié un avance en la CL,
al disefar sistemas de inyeccion, circulacion del eluyente y deteccion de eficacia
comparable a los usados en la CG, dando lugar a la moderna técnica de
cromatografia liquida de alta eficacia (CLAE), también conocida como
cromatografia liquida de alta resolucion (CLAR). En la cromatografia liquida, la
fase movil es un liquido que fluye a través de una columna que contiene a la fase
fija. La separacion cromatografica en CLAR es el resultado de las interacciones
especificas entre las moléculas de la muestra en ambas fases, movil y
estacionaria.

2.8.1 Clasificacion de los métodos cromatégraficos

Los métodos cromatégrafos se pueden clasificar de dos maneras. La primera de
ellas se basa en los medios fisicos por los cuales las fases estacionaria y movil se
ponen en contacto. En la cromatografia en columna, un tubo estrecho contiene la
fase estacionaria a través de la cual la fase movil se fuerza a pasar por presion.
En la cromatografia en capa, la fase estacionaria se fija sobre una placa plana o
en los intersticios de un papel; en este caso la fase mdvil se desplaza a través de
la fase estacionaria por capilaridad o por gravedad. Solo la cromatografia de
liquidos puede llevarse a cabo en columna o sobre capa fina; mientras que la
cromatografia de gases como la de fluidos supercriticos esta restringida a los
procedimientos en columna de tal manera que las paredes de la columna
contienen la fase movil. En la Tabla 4 se enlistan tres categorias generales de
cromatografia; cromatografia de gases, cromatografia de liquidos, y cromatografia

de fluidos supercriticos (CFS).
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Tabla 4. Clasificacion de los métodos cromatograficos en columna

Clasificacion general

Método especifico

Fase estacionaria

Tipo de equilibrio

Cromatografia de gases

a) Cromatografia
gas-liquido (CGL)

Liquido adsorbido o
unido a una
superficie solida

Distribucion entre
un gas y un liquido

b) Gas-Solido

Sélido

Adsorcion

a) Liquido-liquido o
reparto

Liquido adsorbido o
unido a una
superficie solida

Distribucion  entre
liquidos inmiscibles

b) Liquido-sdlido o] Solido Adsorcion
Cromatografia de adsorcion
liquidos )

c) Intercambio de Resina de Intercambio idnico

intercambio iénico

iones
d) Exclusion por Liquido  en  los| pistribucion-
~ P intersticios de un exclusién
tamano sélido polimérico.
Grupo de liquidos | Distribucion entre el
e) Afinidad especificos unidos a | liquido de la
una superficie solida | superficie y el

Distribucion entre el
fluido supercritico y
la superficie

Cromatografia de fluidos
supercriticos (CFS; fase
movil: fluido

Especies organicas
enlazadas a una
superficie solida

2.8.2 Cromatografia de liquidos

En el inicio de la cromatografia de liquidos, esta se llevaba a cabo en columnas de
vidrio con diametros de 10 a 50 mm. Las longitudes de las columnas eran de 50 a
500 cm rellenas de particulas sdlidas cubiertas con un liquido adsorbido que
forzaba la fase estacionaria. Para asegurar tasas de flujo favorables los tamafos
de particula se mantenian en mas de 150 a 200 ym, incluso asi las tasas de flujo
eran bajas, de un maximo de unas pocas décimas de mililitro por minuto, lo que
hacia que los tiempos de separacion fueran de varias horas. Los intentos de
aplicar vacio o bombeo no funcionaron, ya que el aumento en la tasa de flujo

originaba un aumento de la altura de plato por encima del minimo caracteristico
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que se observaba en graficas de altura de plato contra tasa de flujo el resultado
era menor eficiencia.

Durante la etapa de desarrollo de la CL, los cientificos se dieron cuenta de que
podian conseguir aumentar la eficacia de la columna de forma significativa al
disminuir el tamafo de las particulas del empaque. Pero fue hasta la década de
los sesenta, cuando se perfecciond la técnica para producir y utilizar empaques de
tamafo de particula tan pequefios como del orden de 3 a 10 ym. Esta técnica
requeria de instrumentos mas complejos para poder trabajar con altas presiones,
lo que contrastaba con las columnas de vidrio utilizadas hasta el momento, por lo
gue se empezo6 a trabajar con materiales mas resistentes (acero inoxidable); para
diferenciar estos métodos mas nuevos de los originales de flujo por gravedad se le
denomino Cromatografia Liquida de Alta Redisolucion (CLAR o HPLC, por sus
siglas en inglés). En la actualidad toda la cromatografia de liquidos se realiza con

flujo presurizado por lo que se utilizan las siglas CL o CLAR sin distincion.
2.8.3 Clasificacion de la cromatografia de liquidos de alta

redisolucion

CLAR es la técnica analitica de separacibn mas ampliamente utilizada. Las
razones de su popularidad son su sensibilidad, su facil adaptacion a las
determinaciones cuantitativas exactas, su idoneidad para automatizarla, su
capacidad para separar especies no volatiles o termolabiles, pero mas por su
amplia aplicabilidad a sustancias que son importantes para la industria, muchos
campos de la ciencia y para la sociedad en general.

Los diferentes tipos de cromatografia liquida se pueden clasificar de diferentes
maneras, pero la forma mas habitual de clasificacion es la realizada en base a la
naturaleza de la fase estacionaria, ya que es esta la que impone
fundamentalmente el mecanismo de separacion; de este modo, se pueden
describir varias técnicas:

e Cromatografia de reparto (fases ligadas quimicamente): La separacion, en este

caso se basa en un reparto del soluto entre la fase movil y la fase estacionaria.
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e Cromatografia de adsorcion (liquido-sdélido): La fase estacionaria es un
adsorbente y la separaciébn se basa en repetidas etapas de adsorcidon-
desorcion.

e Cromatografia de intercambio i6nico: Este tipo de cromatografia se da cuando
la fase estacionaria presenta en su superficie grupos ionizados capaces de
retener selectivamente a iones de signo contrario que circulan en la fase movil.

e Cromatografia de exclusion molecular: La fase estacionaria, en este caso, es
un material poroso de tamafo de poro controlado, que permite la entrada de
ciertas moléculas de manera selectiva, dejando fuera otras de mayor tamafo.

La cromatografia de reparto se puede dividir en dos tipos dependiendo de la

polaridad de la fase estacionaria.

e Cromatografia de fase normal: La fase estacionaria presenta elevada polaridad
(agua, trietilenglicol), y la fase movil es no polar (hexano, isopropileter), por
ejemplo, en una mezcla, el componente mas polar eluye primero; al disminuir
la polaridad de la fase movil ocasiona un aumento del tiempo de elucion del
analito, si por el contrario se aumenta la polaridad de la fase mévil, el tiempo
de retencion disminuye.

e Cromatografia de fase inversa: Fase estacionaria no polar (cadenas
hidrocarbonadas, grupos fenilo), y la fase movil es un solvente polar (agua,
metanol, acetonitrilo o tetrahidrofurano), en la cual los componentes menos
polares eluyen primero, debido a qué son atraidos con mayor fuerza por la fase
estacionaria y para este mismo componente una disminucion de la polaridad

de la fase mévil disminuye el tiempo de retencion.
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2.8.4 Cromatografia de reparto
El tipo de cromatografia de liquidos mas ampliamente usado es la cromatografia
de reparto, en la cual la fase estacionaria es un segundo liquido que es inmiscible
con la fase liqguida movil. Al principio en este tipo de cromatografia se usaban
columnas del tipo liquido-liquido. En la actualidad estas han sido reemplazadas
por columnas de fase liquida unida en los sistemas de cromatografia de liquidos
modernos, en las cuales los soportes para casi todos los rellenos de fases unidas
quimicamente se preparan con silice rigida o composiciones constituidas
basicamente por silice.

La eleccion de la fase movil no es facil, debemos tener en cuenta varios factores:

e Orden polaridad: hidrocarburos < éteres < ésteres < cetonas < aldehidos <
amidas < aminas < alcoholes < agua

e Habitualmente la polaridad de la fase estacionaria es distinta de la de los
analitos y para la eluciébn se emplea una fase movil con una polaridad
considerablemente distinta.

e Podemos mejorar la separacion manipulando el factor de retencién (Kk),
variando la composicion de la fase movil, de manera que su valor se encuentre
en el intervalo comprendido entre 2 y 10.

e También podemos recurrir si es necesario a variar el factor de selectividad (a),
cambiando la naturaleza quimica de la fase movil, pero manteniendo el factor
de retencion en los valores apropiados.

e Es util el concepto de indice de polaridad (P’), que es una medida numérica
de la polaridad de un disolvente (oscila entre —2, para los fluoroalcanos, que
son muy poco polares, hasta 102, para el agua, muy polar). El indice de

polaridad de una mezcla de solventes Ay B se calcula segun la ecuacion 1 :

P,AB = @y X P,A + Pp X P,B Ecuacion 1

En la Tabla 5 se muestran aplicaciones de este tipo de cromatografia en diferentes

campos de la quimica.
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Tabla 5. Aplicaciones caracteristicas de la cromatografia de reparto

Campo Mezclas caracteristicas
Farmacos Antibidticos, sedantes, esteroides, analgésicos.
Bioquimica Aminoacidos, proteinas, carbohidratos, lipidos.

Productos alimenticios Edulcorantes artificiales, antioxidantes, aflatoxinas,

aditivos.

Productos de la industria | Aromaticos condensados, tensoactivos, propulsores,

quimica colorantes.
Contaminantes Plaguicidas, herbicidas, fenoles, bifenilospoliclorados.
Ciencias forenses Farmacos, venenos, alcohol en sangre, narcoticos.

Quimica clinica Acidos biliares, metabolitos de farmacos, extractos de

orina, estrégenos.

2.8.5 Cromatografia de adsorcion

La cromatografia de adsorcidon, o liquido-sdlido, es la forma clasica de
cromatografia de liquidos que introdujo Tswett por primera vez a principios del
siglo XX. Debido a que hay muchos aspectos iguales entre la cromatografia de
reparto de fase normal y la cromatografia de adsorcion, muchos de los principios y
las técnicas que se utilizan en la primera se aplican también en la cromatografia
de adsorcion. La teoria mas aceptada por los cromatografistas para explicar las
interacciones que se producen en este tipo de cromatografia, es denominada
mecanismo de desplazamiento, que permite comprender el comportamiento de los
diferentes sistemas de cromatografia de adsorcion.

Las fases estacionarias mas utilizadas son la silice y la alimina, cuya principal
caracteristica comudn reside en la elevada actividad superficial. Los parametros
gue permiten orientar sobre la actividad de estas fases estacionarias son:

e La superficie especifica

e Eltamafo de poro de la particula

En cromatografia de adsorcion, se utilizan como fase mavil disolventes organicos

de polaridad baja o media (la polaridad esta en relacién directa con la fuerza
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eluotropica €°), pudiéndose utilizar un rango muy variado de fuerza eluotrépica,
bien por cambios de disolvente, bien por mezclas de dos o mas disolventes de
diferentes polaridades.

La seleccion de la fase movil se efectla convenientemente con la ayuda de la
escala de Hildebrand, que clasifica los diferentes disolventes utilizados como fase
movil de acuerdo con la fuerza eluotrépica (€°), que indica su fuerza como
eluyente con relacion al pentano, al que se le asigna convencionalmente el valor
de cero.

Esta cromatografia tiene aplicacion para compuestos no polares con masas
<5000, relativamente simples, solubles en disolventes no polares y es
particularmente adecuada para el andlisis de moléculas no ionizantes, insolubles
en agua, que frecuentemente son isomeros o compuestos muy relacionados. Se
utiliza en la separacion de la vitamina D3 y sus metabolitos las vitaminas A, Dy E
(y compuestos muy relacionados a estas vitaminas), muchas drogas de abuso
(LSD, por ejemplo), antidepresivos triciclicos, blogueadores beta y los PTH
aminoacidos. Los aceites naturales y los extractos de esencias se analizan
facilmente y los pigmentos menos polares de las plantas, tales como los
carotenoides y las porfirinas, La tendencia a ser adsorbido disminuye en el
siguiente orden: acido>alcohol>carbonilo>éster>hidrocarburo.

2.8.6 Cromatografia de intercambio idnico

La cromatografia ionica, se refiere a los métodos modernos y eficientes para
separar y determinar iones en columnas con relativamente baja capacidad de
intercambio i6nico o anidnico. Basicamente, en este tipo de cromatografia, se
utiliza una fase estacionaria o intercambiador iGnico que presenta como grupos
activos, permanentemente unidos a la superficie de la particula mediante enlace
guimico, cargas de signo contrario a las de los solutos a separar. Estas cargas son
compensadas por contraiones presentes en la fase mavil. Un intercambiador
ionico es, por lo general, un polimero que tiene grupos cargados unidos. Existen
dos tipos de intercambiadores i6nicos, catidnicos y aniodnicos. Los

intercambiadores catidnicos son portadores de grupos con carga negativa que
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unen cationes de modo reversible; los intercambiadores anionicos son portadores
de grupos con cargas positivas que unen aniones de forma reversible [22].

Esta técnica cromatografia siempre ha utilizado pequefias cuentas esféricas y
porosas que se forman en la copolimerizacién del estireno y del divinilbenceno en
emulsion. La presencia de divinilbenceno (por lo regular 8%) origina un
entrelazamiento o polimerizacién entrecruzada que confiere estabilidad mecénica
a las cuentas. La fase movil juega un papel importante en la retencion del soluto
ya que, en este caso, permite controlar los equilibrios entre soluto, contraion y fase
estacionaria. La fase movil debe contener los contraiones apropiados para la
resina utilizada, existiendo tres variables que afectan a la retencion de un soluto
ionico sobre la fase estacionaria:

e La fuerzaionica

e FEI pH

e El modificador organico

2.8.7 Aplicaciones de la cromatografia de intercambio iénico

La cromatografia de intercambio i6nico se emplea tanto en la separacion de
especies inorganicas como en la separacion de compuestos organicos. Se ha
aplicado a una gran variedad de sistemas organicos y bioquimicos, incluyendo
farmacos, conservantes alimentarios, azucares y vitaminas, entre otros [23]. En la
Tabla 5, se pueden ver otras aplicaciones [24].

Tabla 6. Usos Industriales de la Cromatografia de Intercambio l6nico

Area Aplicaciones

Aplicaciones analiticas tales como control de calidad y control de

Biotecnologia ;
procesos operativos

Comida e Investigacion | Estudiar variedades del trigo y la correlacion de la proteinuria con
Clinica diversas enfermedades renales.

Las resinas del intercambio catiénico se utilizan para vigilar el
B proceso de fermentacion durante la produccién de la R-
Fermentacion galactosidasa.

Separacion y Purificacion de los componentes de la sangre tales
como albumina, factores de incremento recombinantes y enzimas.
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2.8.8 Cromatografia de exclusién molecular

La cromatografia de exclusién molecular o por tamafio, o de gel, es una técnica
muy valiosa que se aplica a especies de elevada masa molecular. Se basa en la
diferencia de tamafnos de las moléculas a separar, comportandose esta técnica
como un auténtico tamiz (por lo que también se le conoce como cromatografia de
tamiz molecular).

Esta técnica se desarrollé inicialmente para la separaciobn de compuestos
biolégicos, con eluyentes acuosos, sobre geles de dextrano, que presentan la
caracteristica de poseer una reticulacion homogénea que permite a las moléculas,
al igual que en una criba, pasar de manera selectiva por unos canales de diametro
controlado.

La fase estacionaria en la cromatografia de exclusion es la parte mas importante,
ya que aqui es donde radica totalmente la capacidad de separacion ya que la fase
movil, es un simple vehiculo para los solutos, no tiene en absoluto ninguna
influencia sobre la separacion.

En esta técnica existen dos tipos de relleno: cuentas poliméricas y particulas de
silice; en ambos casos los diametros oscilan entre 5y 10 um.

Las particulas de silice tienen la ventaja de ser de gran rigidez, lo que facilita el
relleno y permite la aplicacion de presiones elevadas, mayor estabilidad, lo cual
favorece el uso de una gran variedad de solventes, sin olvidar el agua; un
equilibrio mas rapido al cambiar el solvente y una buena estabilidad a elevadas
temperaturas.

La fase mdvil tiene el papel de transportador, ya que no actla directamente sobre
el mecanismo de la separacion. La fase movil utilizada para este tipo de
cromatografia debe reunir las siguientes caracteristicas:

e Debe solubilizar perfectamente a la muestra.

e No debe disolver la fase estacionaria.

e No debe interaccionar ni con la muestra ni con la fase estacionaria.
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2.9 JUSTIFICACION

El formaldehido, ademas de un potente sensibilizante, es un irritante primario que
puede afectar la piel, la conjuntiva y la mucosa oral, y es también considerado un
potencial carcinégeno respiratorio.

A temperatura normal el formaldehido es un gas incoloro, de olor caracteristico,
gue puede liberarse a partir de multiples reacciones, como la combustion de la
madera, tabaco, gas natural o keroseno. También puede aparecer de forma
natural en una gran variedad de alimentos, como café, caviar, jamén ahumado o
bacalao. Su amplio espectro de accion antimicrobiana, capaz de eliminar gran
cantidad de bacterias y hongos, convierte al formaldehido en un buen
conservante, presente en multiples productos. Sin embargo, su uso en cosméticos
y en productos de higiene se ha reducido considerablemente debido a su toxicidad
[25]. En su lugar se utilizan agentes capaces de liberar formaldehido lenta y
progresivamente en las condiciones de uso habituales.

La mayoria de las sustancias liberadoras de formaldehido que tienen interés en
alergia cutanea corresponde al grupo que libera formaldehido por descomposicion.
Dentro de este grupo se encuentran quaternium-15, imidazolidinil-urea, diazolidinil-
urea, DMDM hidantoina y bronopol, que se emplean fundamentalmente en
cosmeéticos [14].

Todas estas sustancias tienen la capacidad de liberar pequefias cantidades de
formaldehido de forma lenta, mientras este se va necesitando, de manera que,
cuando el formaldehido se agota, el liberador aporta mas formaldehido. Asi, la
cantidad de formaldehido presente en el producto se mantiene baja, pero es
suficiente para prevenir el crecimiento de microorganismos [26]. A pesar de que la
capacidad biosida de los liberadores se debe en parte a la liberacion de
formaldehido, también muchos de estos agentes tienen capacidad antimicrobiana
por si mismos, independiente de la liberacion de formaldehido [27], [28].

No todos los liberadores se asocian con la misma frecuencia de sensibilizacion a
formaldehido. Tras revisar diversos estudios [29, 30, 31], donde se ofrecen datos
sobre la relacion entre formaldehido y los liberadores, se puede concluir que, en

general, en menos de un 25 % de los casos (y habitualmente en muchos menos)
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de sensibilizacion a bronopol los pacientes reaccionan también a formaldehido,
mientras que en mas del 50 % de los pacientes con pruebas epicutaneas positivas
a quaternium 15 reaccionan también a formaldehido. Los datos de co-
sensibilizaciéon no son tan consistentes en el caso de otros liberadores y pueden
variar: entre 12- 81 % para diazolidinil urea, entre un 11- 63 % para imidazolidinil
ureay entre un 37- 83 % para DMDM hidantoina [32].

En nuestro pais la Secretaria de Salud pubico en el DOF en el 2010 el ACUERDO
por el que se determinan las sustancias prohibidas y restringidas en la elaboracion
de productos de perfumeria y belleza, el cual permite una concentracion maxima
de 0.20 % de formaldehido libre en productos cosméticos [13]. Por lo que es
importante conocer si el contenido de formaldehido libre en estos productos
cumple con la normatividad. Ya que la dermatitis de contacto es una enfermedad
comun en la dermatologia, en los Estados Unidos de América, su prevalencia es
de 13.6 casos por cada 1000 personas, mientras que en Suecia y Holanda la
prevalencia de dermatitis alérgica en manos es de 2.7 casos por cada 1000

habitantes y de 12 casos por cada 1000 habitantes respectivamente [33].
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2.10HIPOTESIS

La cuantificacion de formaldehido en cremas preservadas con agentes liberadores
de formaldehido es posible, mediante la formacion de un complejo DDL (3,5-
diacetil-1,4-dihidrotoluidina), utilizando un sistema CLAR acoplado a un detector

de UV-Vis y por espectrofotometria.
2.11 OBJETIVOS

2111 Objetivo general

Desarrollar un método analitico para la cuantificacion de formaldehido en cremas
preservadas con agentes liberadores de formaldehido a través de la formacion del
complejo DDL (3,5-diacetil-1,4-dihidrotoluidina) CLAR acoplado a un detector de
UV-Vis y por espectrofotometria.

2.11.2 Objetivos especificos

1. Encontrar las condiciones Optimas para la formacién del complejo DDL.

2. Establecer las condiciones Optimas de  cuantificacion por
espectrofotometria.

3. Establecer las condiciones o6ptimas de separacion cromatografica por
CLAR.

4. Realizar curva de calibracibn de formaldehido por CLAR vy por
espectrofotometria, para obtener limite de detecciéon (LD), limite de
cuantificacion (LC), repetibilidad, reproducibilidad y linealidad del método.

5. Establecer las condiciones de pretratamiento Optimas para extraccion de
formaldehido en crema fortificada con formaldehido la cual indica en su
etiqueta que no contiene agentes liberadores de formaldehido.

6. Establecer las condiciones optimas para la cuantificacion de formaldehido
en cremas que contienen agentes liberadores de formaldehido.

7. Cuantificar el contenido de formaldehido, utilizando el método analitico
optimizado por CLAR en cremas comerciales que contienen agentes

liberadores de formaldehido.
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3 PARTE
EXPERIMENTAL

Leonel Jassiel Islas Aguilar Pagina 37



Cuantificacion de formaldehido por CLAR acoplado a UV-Vis y espectrofotometria en cremas que contienen
agentes liberadores de formaldehido

3.1 EQUIPO, MATERIAL, REACTIVOS
Equipos: Espectrofotdmetro modelo DR5000 HACH, Reactor para DQO marca
HACH, Bafo Ultrasonico Branson 2510 Ultrasonic Cleaner, Balanza analitica
Mettler Toledo, Manta de calentamiento con agitador Electrothermal, HPLC
Ultimate 3000 Thermo Scientific, Software: Chromeleon Dionex version:
7.2.2.6686, software integracion picos: Cobra Wizard, columna Ascentis C18 silica
5 um dimensiones 15 cm x 4.6 mm (Supelco Analytical).
Reactivos: Formaldehido al 37 % en agua (Fisher-Scientific), acetato de amonio
98 % (Sigma-Aldrich), acetilacetona [2,4-pentanodiona] 99 %(Sigma-Aldrich),
acido acético 99 % (Sigma-Aldrich), hidroxido de amonio 28-30 % (Fermont), &cido
clorhidrico 37.5 % (Fermont), sulfito de sodio 98 % (Técnica Quimica S.A),
carbonato de sodio 98 % (EM. Science), anaranjado de metilo (Sigma-Aldrich) 85
%, timolftaleina (Sigma-Aldrich) 95 %, acetonitrilo grado HPLC 99.97 % (Fermont),
metanol grado HPLC (Fermont), THF grado HPLC (Spectrum) 99.9 %, agua
destilada.
Material: Micropipetas Eppendorf de volumen variable de 10-100 uL y de 100-
1000 pL, pipetas volumétricas 2, 5 mL, matraces volumétricos de 10, 50, 500 mL,
bureta graduada 25 mL, kit de destilacion, material de uso comun de laboratorio.

3.2 METODOLOGIA
Primeramente se realiz6 la valoracion de HCI siguiendo el procedimiento descrito
en la NMX-AA-036-SCFI-2001 [35], para posteriormente ser utilizado en la
valoracion de la disolucion de formaldehido la cual se realizé6 conforme al método
descrito en la NOM-201-SSA1-2015 [34].

3.2.1 Valoracién del 4cido clorhidrico

Pesar aproximadamente y con precision 0.0265 g del patréon primario de carbonato
de sodio, secado a 105°C, anadir unos 25 mL de agua y unas gotas de la
disolucién de naranja de metilo, valorar con el &cido hasta el vire del indicador (de
canela a amarillo). Calcular la normalidad del acido con la ecuacién 2 :
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gde Na,CO;

mL de HCl gastados * 53 000 cuacion

3.2.2 Disolucién stock de formaldehido aproximadamente de 4 mg
mL™
Medir 5 mL de formaldehido al 37 % en un matraz volumétrico de 500 mL y aforar

con agua. Calentar la disolucion aproximadamente a 30 °C para disolver
completamente la formalina y enfriar a temperatura ambiente.

3.2.3 Valoracion de la disolucion de formaldehido

Pesar 4 g de sulfito de sodio y agregar 20 mL de agua en un matraz Erlenmeyer
de 250 mL. Adicionar 3 gotas de indicador de timolftaleina. La disolucion debe ser
un color azul palido. Afadir HCI 0.1 N gota a gota hasta que la disolucidon se
vuelve incolora (usualmente se requieren 6 gotas). Adicionar exactamente 25 mL
de disolucion stock de formaldehido a la disolucion acidificada de sulfito de sodio.
Titular con HCI 0.1 N hasta la desaparicion de la coloracibn que persista 3
minutos. Efectuar y calcular el valor promedio. Calcular la concentracion exacta de

formaldehido aplicando la siguiente ecuacion:

mL gastados de HC1 0.1N « N HCl x 30.03

25 ml Ecuacién 1

mg CH, 0/ mL =

3.2.4 Disolucién estandar de formaldehido 100 mg L™

Se toma un volumen adecuado de acuerdo con la concentracion obtenida en la
valoracion del formaldehido, para obtener una concentracién de 100 mg L™ en un
volumen de 50 mL.

3.2.5 Disolucion buffer acetato de amonio pH 6

Se pesan 100 g de acetato de amonio, se disuelven en 300 mL de agua destilada,
se les agrega 4.1 mL de acido acético glacial, se ajusta el pH a 6 con soluciéon
hidréxido de amonio 10 M o de &cido acético 5 M. Aforar a 500 mL con agua

destilada.
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3.2.6 Disolucién 2,4-pentanodiona 0.2 M

Se mide un volumen de 1 mL de 2,4-pentanodiona se vierten en 20 mL de agua
destilada, se agita hasta homogenizar completamente, aforar a 50 mL con agua
destilada.

3.2.7 Disolucion NASH para el analisis por cromatografia

Se pesan 7.5 g de acetato de amonio, se disuelven en 20 mL de agua destilada,
se le agregan 150 uL de acido acético y 100 pyL de 2,4-pentanodiona, se llevan a
un volumen final de 50 mL con agua destilada.

3.2.8 Disolucion de THF para el analisis por cromatografia

Se toman 9 mL de THF y se agrega 1 mL de agua destilada.

3.2.9 Destilacion por arrastre con vapor

Es una técnica en la cual un compuesto de volatilidad baja se puede purificar por
codestilacion con agua. La destilacidbn ocurre porque ambos componentes del
liquido contribuyen a la presién de vapor, por lo que el proceso se realiza a
temperaturas menores a los 100 °C a 760 mm de Hg. La destilacion se realiza
simplemente haciendo pasar una corriente de vapor a través de un contenedor
gue contienen la mezcla y se colecta el destilado en un condensador enfriado con
agua, observar tabla 7 para ver la solubilidad de distintos compuestos. Otra
alternativa, es calentar el matraz manteniendo un volumen constante de agua [36].

Ver figura 7.
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Figura 7. Destilacion por arrastre con vapor

Laboratorio de Andlisis de Agua de la FCQI, UABC
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Tabla 7 Solubilidad y arrastre por vapor

Solubilidad Tipos de Compuestos Volatilidad Volatilidad
con Vapor

Soluble en agua Alcoholes, aldehidos, cetonas, | Destilacion facil. Volatiles con

y éter Acidos, ésteres, aminas, Muchos compuestos vapor.

(SA, SB, S1) Nitrilos y cloruros &cidos de hierven por debajo de 100

bajo peso molecular.

°C.

Soluble en agua,
pero
Insoluble en éter
(S2)

Polihidroxialcoholes, diaminas,
carbohidratos, sales de amina,
sales metdalicas, acidos
polibasicos; hidroxialdehidos,
cetonas y &cidos; aminoacidos.

Baja volatilidad. Con
Ciertas excepciones,
estos compuestos no
pueden destilarse a
presién atmosférica.

No volatiles
con vapor.

Insoluble en agua,

Acidos de alto peso molecular;

Baja volatilidad

Por lo general

pero fenoles con  sustituyentes no volatiles,
Soluble en NaOH y | negativos. con algunas
NaHCO3 (A1) excepciones.
Insoluble en aguay | Fenoles, sulfonamidas de | Puntos de ebullicion Por lo general
NaHCO3, pero | aminas altos; muchos no pueden | no volatiles.
soluble Primarias, compuestos nitrados | destilarse.
en NaOH (A2) Primarios y secundarios;

imidas, tiofenoles.
Insoluble en agua, | Aminas con un solo grupo Puntos de ebullicién Muchos son
pero soluble en | Arilo unido al nitrégeno; altos. volatiles con
HCI diluido (B) Hidracinas. vapor.
Insoluble en agua, | Compuestos nitrados (ter), Puntos de ebullicién altos; | Algunos son
NaOH diluido vy | Amidas, aminas con muchos no pueden | volatiles con
HCI, pero contiene | Sustituyentes negativos; destilarse. vapor.

elementos que no

son carbono,
hidrégeno,
oxigeno, ni

halégenos (MN)

Sulfonamidas de aminas
Secundarias; compuestos azo
y azoxi; cianuros de alquilo,

o arilo, nitritos, nitratos,
sulfatos, fosfatos.

Insoluble en agua,
NaOH diluido vy
HCI, pero soluble
en H2S04 (N)

Alcoholes, aldehidos, cetonas,
Esteres, compuestos
Insaturados.

Puntos de ebullicién altos.

Por lo general
volatiles con
vapor.

Insoluble en agua,
NaOH diluido , HCI
diluido, y H2S04

(1)

Hidrocarburos aromaticos y
alifaticos y sus derivados
halogenados.

Volatiles.

Volatiles con
vapor.
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3.2.10 Formacion del complejo DDL para CLAR

Se agrega 1 mL de reactivo Nash a un volumen de 5 mL de muestra, se llevan a
un volumen final de 10 mL con agua destilada, se colocan en tubos de ensayo de
tamafo adecuado, y se colocan en el digestor por 12 minutos a 100 °C. Pasado el
tiempo de calentamiento se dejan enfriar a temperatura ambiente, para
posteriormente colocar las muestras y/o curva en el equipo de CLAR.

3.2.11 Preparacion de las muestras para CLAR

Se pesan entre 0.090 y 0.120 g (aproximadamente) de cada muestra, se disuelven
con 2 mL de reactivo de THF, se vierten en matraz volumétrico de 10 mL se
adiciona 1 mL de reactivo Nash y se lleva a linea final de aforo con agua destilada.
Se les desarrolla color de acuerdo al punto anterior.

3.2.12 Formacion del complejo DDL para espectrofotometria
Se agrega 4 mL de buffer de acetato de amonio, 1 mL de 2,4-pentanodiona 0.1 M
y un volumen de muestra adecuado, en caso de las curvas el volumen de estandar
dependera de la concentracién que se quiera utilizar, se llevan a un volumen final
de 10 mL con agua destilada, se colocan en tubos de ensayo de 10 mL con tapén
de rosca, se agitan hasta mezclarlos correctamente y se colocan en el digestor por
7.5 minutos a 100 °C. Pasado el tiempo de reaccion se dejan enfriar a
temperatura ambiente para posteriormente medir la su absorbancia a 396 nm en
espectrofotometro con detector de UV-Vis.

3.2.13 Preparacion de las muestras para espectrofotometria
Se pesan alrededor de 2 gramos de muestra, se disuelven con 150 mL de agua
destilada, ya que se disolvi6 completamente se pone a destilar, se coloca a una
temperatura de 96 °C, se colectan 50 mL de destilado, a partir de este se
desarrolla el color de acuerdo al punto anterior.

3.2.14 Optimizacion de temperatura de reaccion

Se realiza un disefio factorial 2, en el que se proponen tres variables (volumen de
buffer de acetato de amonio a pH 6, volumen de 2,4-pentanodiona y el tiempo de
digestién) con el fin de determinar cual de ellas es la mas influyente en la
formacion del complejo DDL. Se realizan dos experimentos con diferentes

Leonel Jassiel Islas Aguilar Pagina 43



Cuantificacion de formaldehido por CLAR acoplado a UV-Vis y espectrofotometria en cremas que contienen
agentes liberadores de formaldehido

temperaturas, el primero a 100 °C (ver tabla 8) y el segundo a 150 °C (ver tabla 8).

Para estos experimentos se utilizé el reactivo de la 2,4-pentanodiona.

Tabla 8. Disefio factorial 22 realizado a 100 °C

Volumen mL _
Tiempo
Buffer acetato | 2,4-pentanodiona | Estandar Formaldehido | Volumen | (min)
de amonio 0.2mol L™ 20mg L™ final
4 0 2 10 60
0 4 2 10 60
0 4 2 10 10
0 0 2 10 60
2 2 2 10 35
4 0 2 10 10
0 0 2 10 10
2 2 2 10 35
2 2 2 10 35
4 4 2 10 60
4 4 2 10 10

Para realizar el experimento se prepara un estandar de 100 mg L™ de

formaldehido, del cual se toman 2 mL y se aforan a 10 mL, quedando una

concentracion final de 20 mg L™ de formaldehido. Se aplica el método de la 2,4-

pentanodiona para formar el complejo DDL el cual es de un color amarillo.

Tabla 9. Experimento por disefio factorial 2% a 150 °C

Volumen mL )
Tiempo
Buffer acetato | 2,4-pentanodiona| Estandar Formaldehido |Volumen (min)
de amonio 0.2mol L™ 20mg L™ final
4 0 2 10 60
0 4 2 10 60
0 4 2 10 10
0 0 2 10 60
2 2 2 10 35
4 0 2 10 10
0 0 2 10 10
2 2 2 10 35
2 2 2 10 35
4 4 2 10 60
4 4 2 10 10
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3.2.15 Optimizacion del tiempo de reaccién

Se propone un disefio de experimento 2°, con tiempos de reaccién menores para
la formacion del complejo. Para realizar el experimento se utiliza un estandar de
formaldehido de concentracién de 21.2 mg L™ a una temperatura de 100 °C. En la
Tabla 10 se observan las condiciones del experimento.

Tabla 10. Disefio de experimento 23

Volumen mL
Tiempo 2,4-pentanodiona | Estandar Formaldehido | Volumen
(min) Buffer 0.2mol L™ 21.2mg L™ final
0 0 0 2 10
7.5 4 4 2 10
0 8 0 2 10
0 4 4 2 10
0 0 8 2 10
15 0 8 2 10
15 8 0 2 10
7.5 4 4 2 10
7.5 4 4 2 10
15 4 4 2 10
15 0 0 2 10

Se realiza un disefio factorial Mixed level 3*2°, este experimento se realiza para
observar mejor los efectos que tienen las variables de tiempo de reaccién,
volumen de 2,4-pentanodiona y volumen de buffer de acetato de amonio. Se usa
un estandar de formaldehido de concentraciéon 21.2 mg L™ En la Tabla 11 se

pueden observar las condiciones del experimento.
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Tabla 11. Diserfio factorial Mixed Level 3*22

Volumen mL
Tiempo 2,4-pentanodiona | Estandar Formaldehido | Volumen
(min) Buffer 0.2mol L™ 21.2mgL* final
7.5 0 0 2 10
7.5 4 4 2 10
7.5 0 8 2 10
7.5 8 0 2 10
15 4 4 2 10
0 4 4 2 10
7.5 4 4 2 10
15 8 0 2 10
0 0 0 2 10
7.5 4 4 2 10
15 0 0 2 10
15 0 8 2 10
0 8 0 2 10
0 0 8 2 10
7.5 4 4 2 10
3.2.16 Optimizacion de concentracion de la 2,4-pentanodiona

Se realiza un experimento para observar si la concentracion de la 2,4-
pentanodiona afecta al momento de formar el complejo DDL, y conocer el volumen
optimo a utilizar. Se utilizan concentraciones de 0.1 y 0.4 mol L de la 2,4-
pentanodiona, se usan estas concentraciones para saber si aumenta o disminuye
la formacién de complejo DDL con alguna de ellas, en la tabla 12 se observan las
condiciones del experimento con 2,4-pentanodiona 0.4 mol L. Se usa un

estandar de formaldehido de 20 mg L™, a una temperatura de 100 °C.
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Tabla 12. Experimento realizado con 2,4-pentanodiona 0.4 mol L™

Volumen mL
Tiempo 2,4-pentanodiona | Estandar Formaldehido | Volumen
(min) | Buffer 0.4 mol L™ 20 mg L* final
7.5 0 0 2 10
7.5 4 4 2 10
7.5 0 8 2 10
7.5 8 0 2 10
15 4 4 2 10
0 4 4 2 10
7.5 4 4 2 10
15 8 0 2 10
0 0 0 2 10
7.5 4 4 2 10
15 0 0 2 10
15 0 8 2 10
0 8 0 2 10
0 0 8 2 10
7.5 4 4 2 10

En la tabla 13 se presentan las condiciones del experimento con 2,4-pentanodiona
0.1 mol L. la concentracién del estandar y la temperatura del experimento son las

mismas que el anterior.

Leonel Jassiel Islas Aguilar Pagina 47



Cuantificacion de formaldehido por CLAR acoplado a UV-Vis y espectrofotometria en cremas que contienen
agentes liberadores de formaldehido

Tabla 13. Experimento realizado con 2,4-pentanodiona 0.1 mol L™

Volumen mL
Tiempo 2,4-pentanodiona | Estandar Formaldehido | Volumen
(min) | Buffer 0.1 mol L™ 20 mg L* final
7.5 0 0 2 10
7.5 4 4 2 10
7.5 0 8 2 10
7.5 8 0 2 10
15 4 4 2 10
0 4 4 2 10
7.5 4 4 2 10
15 8 0 2 10
0 0 0 2 10
7.5 4 4 2 10
15 0 0 2 10
15 0 8 2 10
0 8 0 2 10
0 0 8 2 10
7.5 4 4 2 10

Se realiza un nuevo experimento, con diferentes volimenes de 2,4-pentanodiona
aforados a 50 mL. La concentracion del estandar de formaldehido es de 20 mg L™,
a una temperatura de 100 °C por 7.5 minutos. Tomando 1 mL de la disolucion de
2,4-pentanodiona de diferente concentracion.

Tabla 14. Experimento con diferentes concentraciones de 2,4-pentanodiona

Concentracion Volumen mL
2,4-

pentanodiona Estandar Formaldehido | Volumen

(mol L'l) Buffer | 2,4-pentanodiona 20mg L™ final

0.01 7 1 2 10
0.02 7 1 2 10
0.04 7 1 2 10
0.06 7 1 2 10
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Se realiza experimento con diferentes volumenes de 2,4-pentanodiona de
concentracién 0.01 M. Se usa un estandar de formaldehido de 20 mg L™?, y se
digestan por 7.5 minutos a una temperatura de 100 °C.

Tabla 15. Experimento con diferentes volimenes de 2,4-pentanodiona 0.01

mol L™
Volumen mL
Estandar
2,4-pentanodiona | Formaldehido 20 mg | Volumen
Buffer 0.01 mol L™ L final
7 100 2 10
7 200 2 10
7 300 2 10
7 400 2 10
7 500 2 10
7 600 2 10
7 700 2 10
7 800 2 10
7 900 2 10
7 1000 2 10
3.2.17 Analisis de muestras

Se analizan diferentes tipos de cremas, por medio de espectrofotometria y por
CLAR acoplado a UV-Vis.

3.2.17.1 Analisis de muestras por espectrofotometria

Para analizar las muestras por este método primero se realizé una destilacion por
arrastre con vapor. Se pesaron 2 g de crema, se disuelven en 150 mL de agua
destilada. Se colocan en matraz balon de 500 mL y se inicia con la destilacién a
una temperatura de 96 °C, hasta recolectar un destilado de 50 mL. Para
desarrollar el color, se analizan diferentes volumenes de 2.5, 3, 3.5, 4 y 5 mL del
destilado obtenido, se colocan en matraz volumétrico de 10 mL, se les agrega 2.5
mL de buffer acetato de amonio (pH 6), 1 mL de 2,4-pentanodiona 0.2 mol L™ y se
llevan a linea final de aforo con agua destilada, se agitan y se vierten en tubos con
tapon de rosca de 10 mL, posteriormente se colocan en el digestor a 100 °C
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durante 7.5 minutos. Se dejan enfriar a temperatura ambiente y se mide la

absorbancia a 396 nm.
3.2.17.2 Andlisis de muestras por CLAR

Se pesan 0.090 y 0.120 g de muestra de crema, se disuelven con 2 mL de reactivo
de THF, se vierten las muestras en matraz volumétrico de 10 mL, se les afiade 1
mL de reactivo NASH y se aforan con agua destilada, se agitan hasta mezclar
completamente y se vierten en tubos de 10 mL con tapon de rosca, posteriormente
se colocan en el digestor por 12 minutos a 100 °C. Se dejan enfriar a temperatura
ambiente y se preparan las muestras para analizarlas en el equipo CLAR. Las
condiciones del equipo son las siguientes: agua:acetonitrilo (75:25), durante 3
minutos con un flujo de 2 mL/minuto, temperatura ambiente, a 412 nm, columna
C18 silica 5 ym dimensiones 15 cm x 4.6 mm. Todas las muestras deben de

filtrarse utilizando acrodiscos de 45 micas antes de colocarlos en viales de 2.5 mL.
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4 DISCUSION Y
RESULTADOS
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4.1 Temperatura de reaccion
Resultados obtenidos del experimento a 100 °C, donde se miden las absorbancias
obtenidas con las diferentes condiciones del experimento. En las muestras donde
no se agrega la 2,4-pentanodiona 0.2 mol L™ o el buffer de acetato de amonio, no

hay formacion del complejo DDL, los cuales son necesarios para que ocurra la

reaccion.
Tabla 16. Disefio factorial 2 a 100°C
Volumen mL
aclztuagc? rde 2’4_(?3”%&2'03]10 na Folrzriﬁggﬁirdo Voflil;rglen TzemrPnp)O Ab;ggb::]c'a
amonio ' 20mg L™
4 0 2 10 60 0.000
0 4 2 10 60 0.001
0 4 2 10 10 0.001
0 0 2 10 60 0.000
2 2 2 10 35 0.920
4 0 2 10 10 0.000
0 0 2 10 10 0.000
2 2 2 10 35 0.764
2 2 2 10 35 0.597
4 4 2 10 60 0.278
4 4 2 10 10 1.434

De acuerdo al gréafico de efectos (ver figura 8) se observa que, entre menor tiempo
de reaccion y mayor volumen de buffer de acetato de amonio a pH 6 y de 2,4-

pentanodiona, mas grande es la absorbancia obtenida.
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Grafico de efectos principales para absorbancia

0.0 4.0 0.0 4.0 10.0 60.0
Buff. acetato de amonio 2,4-pentanodiona Tiempo

Figura 8. Gréfico de efectos principales experimento a 100 °C
En la tabla 17 se observa que el valor de 4 mL para el buffer de acetato de amonio
apH6 yde4 mL para la 2,4-pentanodiona y 10 minutos de tiempo de reaccion
son los 6ptimos para obtener una mejor absorbancia.

Tabla 17. Valores éptimos del disefio de experimento 22 a 100 °C

Factor Bajo | Alto |Optimo
Buffer acetato de amonio 0 4 4
2,4-pentanodiona 0 4 4
Tiempo 10 60 10

Resultados obtenidos para el experimento a 150 °C. Se puede observar que al
aumentar la temperatura la absorbancia baja en comparacion con los resultados
del experimento realizado a 100 °C, aunque se sigue observando que a menor

tiempo de reaccion es mayor la absorbancia obtenida. Ver tabla 18.

e
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Tabla 18. Disefio factorial 2% a 150°C

Volumen mL
Buffer . Estandar Tiempo | Absorbancia
acetato de 2,4-(|)ognr:]a(;1lolfl_|lo na Formaldeh_ildo Voflil:lrglen (min) 396 nm

amonio ' 20mg L
4 0 2 10 60 0.009
0 4 2 10 60 0.027
0 4 2 10 10 0.000
0 0 2 10 60 0.000
2 2 2 10 35 0.197
4 0 2 10 10 0.001
0 0 2 10 10 0.000
2 2 2 10 35 0.169
2 2 2 10 35 0.173
4 4 2 10 60 0.112
4 4 2 10 10 0.337

De acuerdo al gréfico de efectos (Figura 9), los resultados son similares a los
obtenidos en el experimento a 100 °C, en menor tiempo de reaccion y mayor

volumen de reactivos, mas absorbancia en el complejo.

Gréfica Absorbanciavs Efectos Principales
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Buffer acetato de amonio 2,4-pentanodiona
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Figura 9. Gréafico de efectos principales a 150 °C

Leonel Jassiel Islas Aguilar Pagina 54



Cuantificacion de formaldehido por CLAR acoplado a UV-Vis y espectrofotometria en cremas que contienen
agentes liberadores de formaldehido

Se obtienen unos valores Optimos iguales al experimento anterior, ya que como se
observa en el grafico, a un tiempo de reaccion de 10 minutos la absorbancia es
mayor que a 60 minutos, también se tiene que con volumenes mayores de buffer y
de 2,4-pentanodiona la absorbancia medida es mas grande. En la tabla 19 se
presentan los valores 6ptimos para este experimento.

Tabla 19. Valores 6ptimos del disefio de experimento 2% a 150 °C

Factor Bajo |Alto|Optimo
Buffer acetato de amonio | 0 4 4
2,4-pentanodiona 0 4 4
Tiempo 10 | 60 10

De acuerdo a los resultados obtenidos en los dos experimentos realizados, se
puede decir que la temperatura si afecta en la formacion del complejo DDL, los
valores Optimos son iguales para ambos experimentos, pero las absorbancias
obtenidas en el ensayo realizado a 100 °C son mayores a las que se obtuvieron en
el ensayo a los 150 °C.

4.2 Tiempo de reaccion
De acuerdo a los resultados obtenidos en el experimento anterior se realiza un
nuevo disefio, cambiando el volumen de buffer y de 2,4-pentanodiona y bajando el
tiempo de reaccion. Ver tabla 20, en este experimento se obtienen absorbancias
similares entre los diferentes tiempos de reaccion que son 0, 7.5 y 15 minutos. En
cuanto al volumen de reactivos no se observa diferencia significativa si se agregan
4 y 8 mL. El experimento se realiza con un estandar de formaldehido de 21.2 mg
L™, a una temperatura de 100 °C.
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Tabla 20. Disefio factorial 2°

Volumen mL
Tiempo A Absorbancia
(minp) Buffer | >4-Pentanodiona Folrzrifllggzirdo Volumen| 396 nm
0.2 mol L 21.2 mg L™ final
0 0 0 2 10 0.002
7.5 4 4 2 10 3.183
0 8 0 2 10 0.001
0 4 4 2 10 3.207
0 0 8 2 10 0.031
15 0 8 2 10 0.004
15 8 0 2 10 0.000
7.5 4 4 2 10 3.176
7.5 4 4 2 10 3.186
15 4 4 2 10 3.108
15 0 0 2 10 0.000

En los resultados obtenidos en este experimento se obtienen absorbancias
similares entre los diferentes tiempos de reaccion que son 0, 7.5 y 15 minutos. En
cuanto al volumen de reactivos no se observa diferencia significativa si se agregan
4y 8 mL, como se observa en la figura 14, el tiempo de reaccion, y la interaccion
entre el tiempo, volumen de 2,4-pentanodiona y volumen de buffer no afecta en el
desarrollo del complejo DDL. Mientras que el volumen de los reactivos y la
interaccion entre ellos aumentan la absorbancia, a mayor volumen de 2,4-
pentanodiona y buffer mas grande sera la absorbancia.

En la tabla 21 se presenta el analisis de varianza del experimento realizado. Se
puede observar que el valor-P de buffer, 2,4-pentanodiona y la interaccién entre
ellos es significativamente diferente por lo que los cambios en el volumen de cada

uno de ellos afectan el desarrollo del complejo DDL.
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Tabla 21. Tabla de andlisis de varianza disefio factorial 23

Suma de Grados | Cuadrado

Fuente Cuadrados | libertad Medio Razon-F | Valor-P
A: Tiempo 0.0027 1 0.0027 3.4 0.1389
B: Buffer 22.2289 1 22.2289 | 28121.48 0.0000
C:2/4-
pentanodiona | 22.3485 1 22.3485 | 28272.84 | 0.0000
AB 0.0002 1 0.0002 0.26 0.6384
AC 0.0008 1 0.0008 0.98 0.3779
BC 22.2324 1 22.2324 | 28125.93 0.0000
Error total 0.0032 4 0.0008
Total (corr.) 27.3376 10

En el diagrama de Pareto de la figura 10 se puede observar que los volimenes
adicionados de la 2,4-pentanodiona y de buffer de acetato de amonio a pH 6 tiene
un efecto positivo en la absorbancia y que el tiempo de reaccién disminuye el valor

de absorbancia.

Diagrama de Pareto Estandarizada para Absorbancia

C:2,4-pentanodiona

BC

B:Buffer

A:Tiempo
AC

AB

90 120 150
Efecto estandarizado

Figura 10. Diagrama de Pareto disefio factorial 2°

Con los datos obtenidos en el experimento anterior, se decidié hacer un disefio
mixto factorial 3*22, para encontrar el mejor tiempo de reaccién. Se dejan las

mismas condiciones de tiempo y volumen de reactivos, este disefio aumenta el
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namero de experimentos a realizar, con lo que se pretende obtener mayor
informacion acerca de la formacion del complejo DDL debido a las interacciones
entre reactivos y tiempo de reaccion. En la tabla 22 se observan los resultados
obtenidos en el experimento, los ensayos se realizan con un estandar de
formaldehido de 21.2 mg L™ a una temperatura de 100 °C.

Tabla 22. Mixed level factorial 3*2?

Volumen mL
Tiempo : Absorbancia
(minp) Buffer 2,4-pentanod_ilona Folrzriﬁggﬁgdo Volumen| 396 nm
0.2mol L 21.2 mg L final
7.5 0 0 2 10 0.001
7.5 4 4 2 10 3.182
7.5 0 8 2 10 0.023
7.5 8 0 2 10 0.000
15 4 4 2 10 3.082
0 4 4 2 10 3.218
7.5 4 4 2 10 3.164
15 8 0 2 10 0.000
0 0 0 2 10 0.002
7.5 4 4 2 10 3.183
15 0 0 2 10 0.001
15 0 8 2 10 0.000
0 8 0 2 10 0.000
0 0 8 2 10 0.025
7.5 4 4 2 10 3.174

En los resultados vemos que no se observa alguna diferencia entre los tiempos de
reaccion ya sea 0, 7.5, 15 minutos, se obtienen mediciones de absorbancia
parecidas. En la figura 15 se puede ver la gréfica de superficie de respuesta, en
donde se mira que al aumentar el volumen de 2,4-pentanodiona y buffer se

obtiene una mayor absorbancia.

En la tabla 23 se muestra el andlisis de varianza del ensayo realizado, en donde
se observa de nuevo que los valores de los reactivos 2,4-pentanodiona y buffer a

pH 6, y la interaccion entre ellos son estadisticamente significativos, por lo que un
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aumento o disminucion de estos afecta en el desarrollo del complejo DDL,

haciendo que la cantidad medida de absorbancia sea mayor en caso de aumentar

su volumen.
Tabla 23. Tabla de andlisis de varianza disefio 3*22
Suma de Grados | Cuadrado
Fuente Cuadrados | libertad Medio Razon-F | Valor-P

A: Tiempo 0.0043 1 0.0043 5.24 0.0559
B: Buffer 27.1370 1 27.1370 32920.24 0.0000
C: 2,4-
pentanodiona 27.2748 1 27.2748 33087.43 0.0000
AA 0.0005 1 0.0005 0.61 0.4598
AB 0.0004 1 0.0004 0.53 0.4887
AC 0.0012 1 0.0012 1.41 0.2746
BC 27.1485 1 27.1485 32934.16 0.0000
Total error 0.0058 7 0.0008
Total (corr.) 35.9910 14

En la figura 11 se muestra el grafico de superficie de respuesta y se observa que
el factor més influyente es el volumen adicionado de 2,4-pentanodiona, a mayor

volumen mayor absorbancia.

Superficie de Respuesta Estimada

Tiempo=7.5

Absorbancia

Buffer

Figura 11. Gréfico de superficie de respuesta del disefio 3*22
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4.3 Concentracion de la 2,4-pentanodiona

Al tener los valores 6ptimos para el tiempo de reaccion (7.5 minutos) y del
volumen de reactivos (4 mL), se realiza un disefio para observar si la
concentracion de la 2,4-pentanodiona afecta el desarrollo del complejo DDL. Se
utilizan dos concentraciones diferentes de 2,4-pentanodiona (0.4 y 0.1 mol L™) se
le agrega el volumen indicado de reactivos, 2 mL de estdndar de formaldehido
quedando una concentracion final de 20 mg L™.

En la tabla 24 se presentan los resultados obtenidos, en los que se puede
observar que el tiempo de reaccion sigue dando una respuesta similar, sin
importar el tiempo que dure la digestién las absorbancias medidas son muy
cercanas entre ellas, aunque en este experimento se observa que el tiempo de 0

minutos de digestion da una absorbancia ligeramente mayor a los otros tiempos.

Tabla 24. Experimento realizado con 2,4-pentanodiona 0.4 mol L™

Volumen mL
Tiempo A Absorbancia
(minp) Buffer 2,4-(|)ointanod_ilona Folrzri:ggﬁirdo Vol_umen 396 nm
1 mol L 20 mg L final
7.5 0 0 2 10 0.001
75 4 4 2 10 2.916
7.5 0 8 2 10 0.038
7.5 8 0 2 10 0.000
15 4 4 2 10 2.828
0 4 4 2 10 2.995
7.5 4 4 2 10 2.900
15 8 0 2 10 0.000
0 0 0 2 10 0.000
75 4 4 2 10 2.883
15 0 0 2 10 0.000
15 0 8 2 10 0.004
0 8 0 2 10 0.000
0 0 8 2 10 0.019
7.5 4 4 2 10 2.884
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Esto puede ser debido a que tuvo un mayor tiempo de reaccion (sin haberse
puesto a temperatura de 100 °C) que los otros ensayos, dandole oportunidad de
reaccionar mejor y formar el complejo DDL, mientras que los otros ensayos al ser
digestados a 100 °C alcanzan a formar una cantidad muy cercana de complejo
DDL aun con menor tiempo de reaccion. En la figura 12 se observan los efectos
principales que los reactivos producen en la absorbancia. Al igual que en ensayos
anteriores la cantidad de absorbancia medida aumenta al incrementar los

volumenes de 2,4-pentanodiona y buffer a pH 6.

Gréfica de Absorbancia vs Efectos Principales
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0.0 150 0.0 8.0 0.0 8.0
Tiempo Buffer 2,4-pentanodiona

Figura 12. Gréfico de efectos principales 2,4-pentanodiona 0.4 mol L™

Se realiza un experimento con una concentracién de 2,4-pentanodiona 0.1 mol L™,
para ver si esta afecta en el desarrollo de color del complejo DDL. Se obtienen los
resultados presentados en la tabla 25. La temperatura de reaccion y la
concentracién de estandar de formaldehido son de 100 °C y 20 mg L™

respectivamente.
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Tabla 25. Experimento realizado con 2,4-pentanodiona 0.1 mol L™

Volumen mL
Tiempo 4 Absorbancia
(minp) Buffer 2,4—(;)intanod_ilona Folrzriﬁggﬁgdo Volumen | 396 nm
1molL 20 mg L? final
7.5 0 0 2 10 0.003
7.5 4 4 2 10 3.157
7.5 0 8 2 10 0.028
75 8 0 2 10 0.002
15 4 4 2 10 3.132
0 4 4 2 10 3.187
7.5 4 4 2 10 3.151
15 8 0 2 10 0.003
0 0 0 2 10 0.000
7.5 4 4 2 10 3.152
15 0 0 2 10 0.001
15 0 8 2 10 0.017
0 8 0 2 10 0.002
0 0 ) 2 10 0.004
7.5 4 4 2 10 3.166

En la figura 13, se observa el diagrama de Pareto obtenido cuando se utilizo la
2,4-pentanodiona 0.1 mol L™ se puede observar que los volimenes adicionados
de la 2,4-pentanodiona y de buffer de acetato de amonio a pH 6 tiene un efecto
positivo en la absorbancia y que el tiempo de reaccién disminuye el valor de

absorbancia.
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Diagrama de Pareto Estandarizada para Absorbancia

C:2,4-pentanodiona ‘

B:Buffer ‘

BC

A:Tiempo
AB
AA
AC

I 1 I
200
Efecto estandarizado

Figura 13. Diagrama de Pareto 2,4-pentanodiona 0.1 mol L™

Con lo observado en el experimento anterior, se realiza un ensayo con diferentes
volimenes de 2,4-pentanodiona de concentracién 0.01 mol L™, para optimizar la
concentracion. Se usa un volumen de buffer es de 7 mL para llegar al aforo de 10
mL con los reactivos y el estandar de formaldehido, el tiempo de reaccion es de
7.5 minutos, la concentracién del estandar de formaldehido es de 20 mg L™ vy la
temperatura de reaccion es de 100 °C (ver tabla 26).

Tabla 26. Diferentes concentraciones de 2,4-petanodiona

Volumen mL
Concentracién

2,4- Estand Absorbancia
entanodiona - standar 396 nm
P (mol |_—1) Buffer 2,4 . Formaldehido VoI_umen
pentanodiona 20 mg L™ final
0.01 7 1 2 10 2.488
0.02 7 1 2 10 3.256
0.04 7 1 2 10 3.243
0.06 7 1 2 10 3.231

e
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Como las absorbancia continuaba dando por encima de la unidad, se optd por
preparar complejos de DDL con la 2,4-pentanodiona 0.01 mol L™ a diferentes
volimenes con el fin de que se cumpla con la Ley de Lambert-Beer y poder
cuantificar correctamente la concentracion de formaldehido. En la tabla 27 se
observa que usar entre 500 o 600 uL de 2,4-pentanodiona 0.01 mol L™, es el
volumen méas adecuado para formar el complejo de DDL.

Tabla 27. Diferentes volimenes de 2,4-pentanodiona 0.01 mol L™

Volumen* mL
uL de - Estandar*Formaldehido | Volumen Absorbancia
Buffer 2,4(;p0eln:;1r(1)(l)<lj_|_?na 20 mg L final* 396 nm
7 100 2 10 0.083
7 200 2 10 0.254
7 300 2 10 0.460
7 400 2 10 0.687
7 500 2 10 0.926
7 600 2 10 1.179
7 700 2 10 1.426
7 800 2 10 1.684
7 900 2 10 1.986
7 1000 2 10 2.258

4.4 Curvade calibracion por espectrofotometria
Para realizar la curva de calibracién se prepararon estandares con las siguientes
concentraciones: 5, 6, 7, 8 y 10 mg L™, a partir de una disolucién estandar de 20
mg L™ de formaldehido, se realiza la formacién del complejo DDL, y se mide su
absorbancia a 396 nm en espectrofotbmetro con detector de UV-Vis, se lleva a
cero con un blanco de reactivos el cual contiene los reactivos de desarrollo de
color excepto el estandar de formaldehido (ver figural4). Se obtiene la ecuacion

de regresion lineal mostrada en la Ecuacion 4:

A3% = (0.0399 + 0.0018) * [mg L' de Formaldehido] — (—0.0972 + 0.0133) Ecuacién 4
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A3%6 = 0.0399[mg/L de Formaldehido] - 0.0972
rz=0.9944
r=0.9972
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Figura 14. Curva de calibracion de formaldehido por espectrofotometria

4.5 Curvade calibracion por CLAR

Para aplicar el método de CLAR se realizan dos curvas de calibracién externas la
primera a intervalo bajo de 0.1 a1 mg L™y la segunda a intervalo alto de 1 a 10
mg L™

Para la curva del intervalo bajo se prepararon estandares con las siguientes
concentraciones de formaldehido: 0.10, 0.20, 0.30, 0.40, 0.50, 0.60, 0.70, 0.80,
0.90 y 1.00 mg L™, ver figura 15, para la curva de intervalo alto se prepararon los
siguientes estandares de formaldehido: 1.0, 2.0, 3.0, 4.0, 5.0, 6.0, 7.0, 8.0, 9.0 y
10.0 mg L™ ver figura 16; ambas curvas se preparan a partir de una disolucién
estandar de 100 mg L' de formaldehido, se forma el complejo DDL,
posteriormente se preparan las cremas para analizarlas por CLAR. Las
condiciones en el CLAR son las siguientes: la composicion de la fase movil es

agua:acetonitrilo (75:25), con un flujo de 2 mL/minuto, temperatura ambiente y con

deteccidn a una longitud de onda maxima de 412 nm.
Se obtiene la siguiente ecuacion de regresion lineal para la curva del intervalo

bajo, descrita en la ecuacion 5:

Area = (1.3204 +0.028) = [mg L™! Formaldehido] — (0.0484 + 0.016) Ecuacion5
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Area = 1.3204*[mg L Formaldehido] - 0.0484
r2 =0.9993
r= 0.9996
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Figura 15. Curva de calibracion formaldehido intervalo bajo por CLAR

Se obtiene la siguiente ecuacion de regresion lineal para la curva del intervalo alto,

descrita en la ecuacion 6:

Area = (1.7903 + 0.0461) * [mg L~ Formaldehido] — (0.6961 + 0.2797) Ecuacion 6

Area= 1.7903* [mg L* Formaldehido] - 0.6961
r2=0.9990
r=0.9995

Area mAU*min

4.0 6.0 8.0
Formaldehido mg L

Figura 16. Curva de calibracion de formaldehido intervalo alto por CLAR
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Se obtienen los cromatogramas de ambas curvas de calibracion, en la figura 17 se
muestra el cromatograma del intervalo bajo con un tiempo de retencién de 1.773
min para el complejo DDL, y en la figura 18 el intervalo alto mostrando el mimso
tiempo de retencion que para el intervalo bajo. Para ver individualmente cada

cromatograma de la curva consultar los anexos.

z
z

Time [min]

Figura 17. Cromatograma curva de calibracion intervalo bajo por CLAR

e
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Figura 18. Cromatograma curva de calibracion intervalo alto por CLAR

4.6 Crema Avon Care fortificada con formaldehido

Se usa esta muestra de crema con nombre comercial Avon Care para preparar
las muestras fortificadas, es importante mencionar que en su etiqueta no indica
contenido de formaldehido o agentes liberadores de formaldehido, se preparan 3
muestras fortificadas con distinta concentracion de estandar para analizar por
CLAR y 5 estandares para analizar por espectrofotometria. Los resultados y la
preparacion de las muestras por CLAR se pueden ver en la tabla 28.
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Tabla 28. Recobro de muestra fortificada Avon Care analizada por CLAR

Muestra (g) mg L™ adicionados | mg L™ recuperados | % Recuperacion
0.151 1.00 1.1 106.8
0.150 1.50 15 103.2
0.152 6.01 6.4 107.0

Promedio 105.6
Desviaciéon estandar 2.1
% CV 2.0

En la tabla 29 se observan la cantidad de formaldehido adicionado a la muestra
Avon Care y recuperacion de las muestras por método de espectrofotometria, se

pesaron 2.004 g de crema Avon Care y se adiciono con formaldehido.

Tabla 29. Recobro de muestra fortificada Avon Care analizada por
espectrofotometria

mg L adicionados |mg L-1 recuperaados | % Recuperacion
5 5.1 101.4
6 6.1 101.9
7 6.8 97.4
8 7.9 98.5
10 10.1 101.2
Promedio 100.1
Desviacion estandar 2.0
% CV 2.0

4.7 Determinacion de lalinealidad del método
Para la determinacion de la linealidad del método se debe de reportar la cantidad
adicionada vs cantidad recuperada. Utilizando el método de estimacion de
minimos cuadrados [39] se calcula el valor de la pendiente (b;), la ordenada en el
origen (bo), el coeficiente de determinacién r? el intervalo de confianza para la
pendiente ICps1, el intervalo de confianza para la ordenada al origen ICg y el
coeficiente de variacion de la regresion CVy. Esto se realiza para ambos métodos

y para las dos curvas en el caso del método de CLAR.
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Criterios de aceptacion:

» Cantidad adicionada vs cantidad recuperada:
e r°20.98

e |Cp debe de incluir la unidad

e ICyo debe de incluir el cero

Tabla 30 Resultados linealidad por CLAR

Parametros Curvaintervalo bajo |Curvaintervalo alto
Pendiente m 1.0000 1.0000
Intercepto b -1.11E-16 1.78E-15
Coeficiente de P 0.9993 0.9990
Determinacion
Coeficiente de r 0.9996 0.9995
Regresion
Coeficiente de
variacion de la CVyix 14 % 2.1%
regresion
Intervalo de
Confianza IC o) [0.0122 — (-0.0122)] [0.1562 — (-0.1562)]
Ordenada
Intervalo de ICes) 1.0211 - 0.9789 1.0257 - 0.9743
confianza Pendiente

En la Figura 19 se observa el grafico de linealidad del método para el intervalo

bajo, y en la figura 20 para el intervalo alto..

Leonel Jassiel Islas Aguilar

Pagina 70



Cuantificacion de formaldehido por CLAR acoplado a UV-Vis y espectrofotometria en cremas que contienen
agentes liberadores de formaldehido

Cantidad recuperada = Cantidad adicionada - 1.11E16
r2 =0.9993
r=0.9996

Cantidad recuperada mg L1

0.40 0.60
Cantidad adicionada mg L

Figura 19. Linealidad del método por CLAR intervalo bajo

Cantidad recuperada = Cantidad adicionada 1.78E-15
r2=0.9990
r=0.9995

N
% o
o o

Cantidad recuperada mg L1

4.0 6.0 8.0
Cantidad adicionada mg L

Figura 20. Linealidad del método por CLAR intervalo alto

En la tabla 31, se presentan los datos obtenidos para la linealidad del método por

espectrofotometria.
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Tabla 31. Resultados linealidad por espectrofotometria

Férmula Espectrofotometria
Pendiente m 0.0399
Intercepto b -0.0972
Coeficiente de Determinacion r? 0.9944
Coeficiente de Regresion r 0.9972
Coeficiente de variacion de la
regresion CVyix 2.9%
Intervalo de Confianza
Ordenada ICpo) [(-0.0839) - (-0.1105)]
Intervalo de confianza
Pendiente IC 1) 0.0381 - 0.0417

4.8 Limite de deteccion del meétodo (LD) y Ilimite de
cuantificacion (LC)

LD con base en la curva de calibracion y desviacion estandar de la regresion

3.3%8
p=——_ " Ecuacion 7
b,
LC con base en la curva de calibracion y desviacion estandar de la regresion
10 xS
C = b—y/x Ecuacion 8
1

Los valores obtenidos para el LC y LD del método CLAR se resumen en la Tabla
32.
Tabla 32. Valores para LD y LC por método de CLAR

Limites | Curva intervalo bajo |Curvaintervalo alto

LD 0.024 mg L™ 0.364 mg L™
LC 0.074 mg L* 1.103 mg L™

En la tabla 33 se presentan los resultados para los valores de LD y LC del método

de espectrofotometria.
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Tabla 33. Valores para LD y LC por el método de espectrofotometria

Limites Espectrofotometria
LD 0.5 mg/L
LC 1.4 mg/L

4.9 Determinacidon de exactitud y repetibilidad del método

Se debe preparar el placebo analitico equivalente a una muestra analitica por
sextuplicado los cuales deben ser analizados por un mismo analista bajo las
mismas condiciones y determinar la cantidad recuperada del analito. Calcular el
porcentaje de recobro de cada placebo analitico o muestra adicionada al obtener
el cociente de la cantidad recuperada respecto de la cantidad adicionada
expresada en porcentaje [39]. La exactitud y repetibilidad del método de CLAR se
muestra en la Tabla 34.

Tabla 34. Resultados exactitud y repetiilidad del método por CLAR

Cantidad Cantidad %
adicionadamg L™ | recuperada mg L™ | Recuperacion
1.50 1.50 99.9
1.50 151 100.3
1.50 1.50 100.1
1.50 1.56 104.0
1.50 1.50 99.9
1.50 1.45 96.6
1.50 151 100.6
Promedio 100.2
Desviacién Estandar 2.2
% CV 2.2

En la tabla 35 se muestran los resultados de exactitud y repetibilidad del método
por espectrofotometria.
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Tabla 35. Resultados de exactitud y repetibilidad del método por
espectrofotometria

Cantidad Cantidad %
adicionada mg L ™! |recuperadamg L™? | Recuperacién
7 7.0 100.7
7 7.0 100.4
7 7.1 101.1
7 6.9 99.3
7 7.0 100.4
7 7.0 100.7
7 7.1 101.4
Promedio 100.6
Desviacion estandar 0.7
% CV 0.7

4.10Espectros de absorcion

En la figura 21 se muestran los espectros de absorcion para le formaldehido, el
destilado de la muestra con nombre comercial dermoprada y el complejo DDL
formado con el destilado de la crema dermoprada.

Espectros de absorcion

® Complejo DDL del destilado de
Dermoprada

M Destilado de Dermoprada

.0
o
c
@©

o
—
o
[%]

o

<

Formaldehido

250 350 450
Longitud de onda (nm)

Figura 21. Espectros de absorcion de formaldehido, destilado dermoprada y

complejo DDL del destilado de demorprada
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4.11Andlisis de muestras
Se analizan tres muestras que contienen agentes liberadores de formaldehido.
Muestra dermoprada (diazolinidil-urea), avon care con jalea real (imidazolinil-urea)
y crema Nuvel (diazolinidil-urea).

Tabla 36 Resultados de muestras analizadas por CLAR

Peso
Muestra Muestra g kg?
0.092 0.353
Dermoprada
0.121 0.329
0.090 0.109
Nuvel
0.121 0.109
Avon Care 0.091 0.307
Jalea Real 0.120 0.297

Los resultados para las muestras analizadas por espectrofotometria se presentan
en la tabla 37, se colocaron 2.005 g de crema dermoprada y se aforaron a 150 mL,
se destilaron 50 mL y se analizé el volumen de muestra indicado en la tabla por

espectrofotometria a 396 nm.

Tabla 37. Resultados de muestras analizadas por espectrofotometria

mL muestra g Kg*

2.5 0.977

3.0 0.964

3.5 0.901

4.0 0.939

5.0 0.927

Promedio 0.942

Desviacion estandar 0.030
% CV 3.2
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5 CONCLUSIONES
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5.1 Conclusiones

Se desarrolld6 un método analitico para la cuantificacion de formaldehido en
cremas preservadas con agentes liberadores de formaldehido a través de la
formacion del complejo DDL (3,5-diacetil-1,4-dihidrotoluidina) por CLAR acoplado
a un detector de UV-Vis y por espectrofotometria, determinando sus parametros
de desempefio de cada método analitico.

Se determinaron dos formas de pretratamiento de las muestras para la
cuantificacion de formaldehido en cremas que contiene agentes liberadores de
formaldehido. De acuerdo con los datos obtenidos se observa que la
concentracion de formaldehido va cambiando con el tiempo de un semestre a otro
la cantidad cambio de 0.942 g kg™ a 0.353 g kg™.

El método es confiable para cuantificar el formaldehido en cremas de acuerdo a
los parametros de desempefio determinados. Aunque no se ha encontrado mucha
informacion acerca de su aplicacién en otro tipo de cosméticos, o de su aplicacion
en matrices (suelos, agua, aire, etc.), esto representa un area de oportunidad para

la utilizacion de esta metodologia.
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7.1 Cromatogramas

7.1.1 Curva de calibracion intervalo bajo
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Figura 23. Cromatograma, concentracion estandar 0.30 mg L™
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Figura 24. Cromatograma, concentraciéon estandar 0.50 mg L™
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Figura 25. Cromatograma, concentracion estandar 0.70 mg L™
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Figura 26. Cromatograma, concentraciéon estandar 0.90 mg L™

7.1.2 Curva de calibracion intervalo alto
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Figura 27. Cromatograma, concentraciéon estandar 1.0 mg L™
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Figura 28. Cromatograma, concentraciéon estandar 3.0 mg L™
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Figura 29. Cromatograma, concentraciéon estandar 5.0 mg L™
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Figura 30. Cromatograma, concentraciéon estandar 7.0 mg L™
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Figura 31. Cromatograma, concentracion estandar 10.0 mg L™

Leonel Jassiel Islas Aguilar

Pagina 89



Cuantificacion de formaldehido por CLAR acoplado a UV-Vis y espectrofotometria en cremas que contienen
agentes liberadores de formaldehido

7.1.3 Estandar para exactitud y repetibilidad del método
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Figura 38. Réplica 7
7.1.4 Muestras analizadas por CLAR
7.1.4.1 Dermoprada
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Figura 39. Dermoprada 0.092 g
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agentes liberadores de formaldehido
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Figura 40. Dermoprada 0.120 g
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Figura 41. Nuvel 0.090 g
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Cuantificacion de formaldehido por CLAR acoplado a UV-Vis y espectrofotometria en cremas que contienen
agentes liberadores de formaldehido
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Figura 42. Nuvel 0.121 g
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Introduccioén

El formaldehido puro no esta disponible comercialmente, pero se vende como disolucién
acuosa entre el 30-50 % y la disolucién acuosa de formaldehido al 37 % p/v se denomina
como formalina. Diferentes tipos de conservadores antimicrobianos son usados en los
cosmeéticos. Los agentes liberadores de formaldehido son cominmente usados en lugar
del formaldehido. Estos conservadores presentan efectos antimicrobianos y en su
descomposicion se libera formaldehido [1]. Los conservadores tienen la capacidad de
reemplazar al formaldehido liberando cantidades muy pequefias con el paso del tiempo
segun sea necesario. Si el formaldehido liberado se consume, estos agentes liberadores
suministran mas, por lo tanto, la accion de los agentes liberadores se basa en el logro
continuo de este equilibrio, de esta manera el nivel real de formaldehido libre en el
producto permanece bajo pero suficiente para prevenir o eliminar el crecimiento
bacteriano. Por consiguiente, la actividad antimicrobiana de estos conservantes es muy
probable que resulte de la liberacién de formaldehido, pero también se ha supuesto que
algunos de ellos actuan como biosidas por si mismos, independientemente de la
liberacion de formaldehido [2].

La concentracion maxima permitida de formaldehido libre, autorizado por la Unién
Europea (UE) es del 0.2 % en los cosméticos. De acuerdo con la UE, la cantidad maxima
de estos liberadores de formaldehido en los cosméticos debe ser de alrededor de 0.1 ~
0.6 %. De conformidad con el anexo VI de la Directiva 76/768/CE, todos los productos
terminados que contengan formaldehido o sustancias del presente anexo que liberen
formaldehido deberan estar marcados con la advertencia "contiene formaldehido"
cuando la concentracién de formaldehido en el producto acabado sea superior al 0.05 %
[1]. La normatividad mexicana permite una concentracion maxima permitida de 0.5 %,
para la diazolinidil urea y sus derivados (que es el agente liberador de formaldehido que
encontramos en nuestros productos) y una concentracién maxima permitida de 0.20 %
de formaldehido y p-formaldehido y sus derivados (como formaldehido libre) [3].

El objetivo de este trabajo es determinar formaldehido liberado en un producto de belleza
de nombre comercial Dermoprada aplicando primeramente destilacién por arrastre de
vapor y posteriormente la formacién de complejos con dos reacciones. La reaccién 1
formando una hidrazona utilizando el clorhidrato de 3-metil-2-benzotiazolinona hidrazona
(MBTH) y la reaccién 2 con la 2,4 pentanodiona. '

Experimentacion

Equipos: Espectrofotometro DR5000, Bloque Termostatico, Balanza analitica Mettler
Toledo, Manta de calentamiento con agitador Electrothermal.
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Reactivos: Formaldehido al 37 % en agua (Fisher-Scientific), acetato de amonio 98 %
(Sigma-Aldrich), acetilacetona 99%(Sigma-Aldrich), acido acético 99 % (Sigma-Aldrich),
hidroxido de amonio 28-30 % (Fermont).

Metodologia: Primero se realizé la valoracion de HCI 0.1 N de acuerdo al procedimiento
descrito en la NMX-AA-036-SCFI-2001. Determinacion de acidez y alcalinidad [4], inciso
9.1.1. Valoracién del acido clorhidrico. Pesar aproximadamente y con precisiéon 0.0265 g
del patron primario de carbonato de sodio, secado 105°C, afiadir unos 25 mL de agua y
unas gotas de la disoluciéon de naranja de metilo, valorar con el acido hasta el vire del
indicador (de amarillo a canela). Calcular la normalidad del acido con la siguiente férmula:

_ g de Na,CO;
" mL HCl usados x 53

N x 1000 (1)

Posteriormente se realizé la valoracion de formaldehido de acuerdo al procedimiento
descrito la NOM-201-SSA1-2015 [5]. Productos y servicios. Agua y hielo para consumo
humano, envasados y a granel. Especificaciones sanitarias, incisos A.3.12.4.13.2,
A.3.12.4.13.2.1. Valoracién de formaldehido. Medir 125 mL de solucion de sulfito de sodio
1M en un matraz Erlenmeyer de 250 mL. Adicionar 3 gotas del indicador de timolftaleina.
La solucion debe ser de un color azul palido. Afadir HCI 0.1 N gota a gota hasta que la
solucion se vuelve incolora (usualmente se requieren de 6 gotas). Adicionar exactamente
25 mL de solucion stock de formaldehido a la solucién acidificada de sulfito de sodio.
Titular con HCI 0.1 N hasta la desaparicion de la coloracién que persista 3 min. Calcular
la concentracién de formaldehido de acuerdo a la siguiente férmula:
mL gastados de HCl 0.1N x N HCl x 30.03

mgCH,0/mlL = STl (2)
*Preparacion de sulfito de sodio 1 M: Disolver 63.03 g de Na2CO3 en 500 mL de agua
desionizada.
Para realizar las diferentes determinaciones se determinaron los espectros de absorcién
mostrados en la figura 1 del formaldehido, la muestra de Dermoprada y la formacién del
complejo de la crema Dermoprada con la 2,4 pentanodiona una vez que se obtuvieron
los destilados.

Espectros muestras
® Formaldehido puro
B Crema Dermoprada
G S—— Crema Dermoprada con 2,4-
350 450 Péftanodiona
Longitud de onda (nm)

A9
3]
=
®©

Q2
—
[}
7]

o

<

Figura 1. Espectros de absorcién.
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Para la determinacion con 2,4-pentanodiona se siguié el método modificado descrito por
Martinez Acevedo et al., [6]. El diagrama para la determinacion se muestra en la figura 2.

]
A
iy — =
L 4 a.p & .y
‘ Preparacion de Digestion de Lectura de
Destilado ) :
muestras muestras absorbancia

Figura 2. Procedimiento para determinar formaldehido usando 2,4- pentanodiona.

Para |la formacion del complejo azul mediante la reaccién entre el formaldehido y el MBTH
se siguié el método modificado descrito por Carrillo Cedillo et al., [7]). En ambos métodos
se prepara un estandar de 20 ppm para realizar el destilado por arrastre de vapor, en el
caso del método por MBTH se prepara una disolucion patréon de 0.8 ppm a partir del
estandar de 20 ppm destilado con la que se prepara la curva y la curva fortificada. En el
procedimiento con 2,4-pentanodiona, |a curva se prepara a partir del estandar de 20 ppm
obtenido después del destilado. El diagrama para la determinacion de formaldehido con
MBTH se muestra en la figura 3.

Desarrollo de
- Lectura de
color ]

Destilado absorbancia

Figura 3. Procedimiento para determinar forméldehido con MBTH
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Resultados y Discusion

El MBTH se afiade en exceso a una muestra que contiene formaldehido, lo cual provoca
multiples reacciones. En primer lugar, MBTH y formaldehido reaccionan para formar la
azina. El exceso de MBTH se oxida por la adiciéon de cloruro férrico, el MBTH oxidado

reacciona con la azina para formar un complejo de color azul intenso. La reaccién se
muestra en la Figura 4.

/
S

Figura 4. Reaccion de formaldehido con MBTH

Para realizar la curva de calibracion del método por MBTH, se prepararon estandares

con las siguientes concentraciones 60, 120, 240, 360 y 480 ppb, obteniendo la ecuacién
de regresion lineal:

A%0 = (0.0033 + 4.6877E7%) x [ug/L de Formaldehido] — (—0.0387 + 0.0137)

La reaccién de Hantzsch (ver figura 5) es comUnmente utilizada para la determinacion de
formaldehido al cuantificarse la cantidad de 3,5-diacetil-1,4-dihidrotoluidina (DDL)

formada a partir de la reaccién de formaldehido con 2,4 pentanodiona en presencia de
sales de amonio.

Figura 5. Reaccion de Hantzsch con 2,4 pentanodiona.

Para realizar la curva de calibracion del método por 2,4-pentanodiona se prepararon

estandares con las siguientes concentraciones 5, 6, 7, 8 y 10 ppm obteniendo la ecuacion
de regresion siguiente:

A3%6 = (0.0399 + 0.0018) * [mg/L de Formaldehido] — (—0.0972 + 0.0133)
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Determinacion de la linealidad del método

Para la determinacion de la linealidad del método se debe de reportar la cantidad
adicionada vs cantidad recuperada y los parametros de desempefio que se presentan en
la tabla 1 de acuerdo a la guia de validacion de métodos analiticos [8].

Tabla 1. Parametros de desempefio por ambos métodos

MBTH 2,4 pentanodiona MBTH 2,4 pentanodiona
Simbolo | Resultado Resultado Simbolo | Resultado Resultado
m 0.0033 0.0399 CVyx 1.6% 29%
b -0.0387 -0.0972 o7 ('(%'_%25523’)' ('(%{_)ffgg)"
2 0.9994 0.9944 ICen) %9&3323' 0.0381 - 0.0417
r 0.9997 0.9972 LD 13.1 pg/L 0.5 mg/L
LC 39.6 ug/L 1.4 mg/L

Para identificar interferencias se preparé una muestra de crema fortificada con
formaldehido de la marca AVON Care y se obtuvo lo que se muestra en la tabla 2, este
producto cosmético en su etiqueta indica que no contiene un agente liberador de
formaldehido.

Para aplicar los dos métodos se utilizé una muestra comercial Dermoprada en crema y
se obtuvieron los resultados que se muestran en la tabla 3.

Tabla 2. Recobro muestra fortificada Tabla 3. Comparacion de muestra
(AVON Care) Dermoprada por ambos métodos.
24
Numero de MBTH 24 . —‘ Numero de METH pentanodiona
replica % Recobro pentanadiona replica 9/Kg /K
% Recobro 9/ra
1 110.0 91.9 1 1.2 2.0
2 120.0 93.3 2 1.4 1.9
< 121.7 94.6 3 1.6 1.8
4 123.6 97.2 4 1.6 1.9
5 125.4 100.6 5 1.6 1.9
Promedio 120.1 95.5 Promedio 1.5 1.9
Desviacion Desviacién
estandar 6.0 3.5 estandar 0.2 0.1
% CV 5.0 3.6 % CV 12.3 3.2
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Conclusiones

Se logré cuantificar formaldehido liberado a partir de una muestra analizada cuyo nombre
comercial es dermoprada la cual indica en su etiqueta que contiene la diazodinidil urea
utilizando previamente destilacion por arrastre de vapor y posteriormente aplicando la
reaccion con el MBTH y la 2,4 pentanodiona, los valores obtenidos por ambos métodos
no pasan el limite establecido para productos de belleza establecidos en la normatividad
mexicana que es de 2.15 g de formaldehido liberado por kg de producto.
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